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La dieta mediterránea (DM) es objeto de numerosos estudios en cuanto a 
los efectos beneficiosos que produce en el organismo, principalmente, por su 
incidencia positiva en la prevención de los accidentes cardiovasculares. De 
hecho, recientemente, ha sido recomendada por la UNESCO como una dieta 
prototipo de valor mundial (Bach-Faig y cols., 2011).  
El éxito de esta dieta es atribuido, fundamentalmente, a su componente 
graso mayoritario, el aceite de oliva virgen (AOV). Su importancia radica en su 
alto contenido en ácido oleico y en compuestos fenólicos. Estos últimos 
destacan por su elevada actividad antioxidante, sobre todo, los orto-
catecoles. El hidroxitirosol (HTy) es uno de estos biofenoles y se encuentra en 
diversas fuentes naturales, siendo especialmente importante su presencia en el 
olivo, ya sea libre o en forma de un glucósido derivado, denominado 
oleuropeína, principal compuesto fenólico presente en la aceituna (Vázquez, 
1978). 
Durante el proceso de extracción del AOV, la mayor parte de los 
biofenoles indicados se quedan en la fase acuosa semisólida, denominada 
alperujo, debido a su carácter hidrosoluble (Mateos y cols., 2001).* No 
obstante, una pequeña fracción de derivados liposolubles de HTy pasa al 
aceite, junto a otros biofenoles, lo cual, es suficiente para proteger al AOV de 
la oxidación y el enranciamiento que sufre durante el tiempo de su vida útil 
(Mateos y cols., 2003). 
En los últimos años, el HTy se ha convertido en objeto de numerosos 
estudios por parte de diferentes grupos de investigación de todo el mundo. 
Presenta una capacidad protectora frente a la oxidación mucho mayor que 
los aditivos antioxidantes habitualmente utilizados por la industria alimentaria, 
fundamentalmente, tocoferoles y BHT (Servili y cols., 1996). Sin embargo, su 
                                                          
*
 De hecho, en la producción del AOV, el 80% del total de la aceituna que se moltura es desechado en 
forma de residuo. En este sentido, se producen unos 10 millones de toneladas al año de desechos sólidos o 
semisólidos, a nivel mundial, derivados de la industria olivarera. El almacenamiento o reciclaje de estos 
desechos supone un grave problema medio ambiental debido a su alto contenido en materia orgánica 
(Arvanitoyannis y cols., 2007). 
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carácter prácticamente insoluble en medio lipofílico hace que no pueda ser 
utilizado en este tipo de alimentos. 
Además de poseer propiedades antioxidantes, se ha demostrado que el 
HTy presenta una variada gama de actividades biológicas como son: 
actividad antimicrobiana, antihipertensiva, hipoglucémica, antiagregante 
plaquetaria, cardioprotectora y antiinflamatoria (Visioli y cols., 2002a; Tuck y 
Hayball, 2002a; Bianco y Ramunno, 2006; Covas y cols., 2006a y b; Bendini y 
cols., 2007), aparte de inhibir la proliferación y promover la apoptosis en 
numerosas líneas celulares tumorales humanas (Fabiani y cols., 2009). Por 
último, pero no menos importante, en la última década se ha puesto de 
manifiesto mediante técnicas de acoplamiento (docking) que la presencia de 
un resto lipofílico es necesaria para una buena actividad anticancerosa en 
diversos orto-catecoles estudiados (Hrenn y cols., 2006). 
De hecho, y teniendo en cuenta el elevado interés en el uso de 
fitoquímicos como ingredientes para alimentos funcionales con valor 
nutricional añadido, el HTy ya ha sido utilizado, con buenos resultados, como 
ingrediente bioactivo en alimentos como zumo de tomate (Larrosa y cols., 
2003), pan (Siebrecht, 2008) o salchichas (Cofrades y cols., 2011).  
Por otra parte, en los últimos años, se han preparado varios tipos de 
derivados de HTy con el fin de modular su balance hidrófilo/lipófilo para su 
posible uso en la protección de los alimentos grasos frente a la oxidación, o 
para aumentar su biodisponibilidad en el organismo. Entre estos derivados 
cabe destacar los ésteres (Alcudia y cols., 2004; Torres y cols., 2005; Trujillo y 
cols., 2006; Grasso y cols., 2007), isocromanos (Guiso y cols., 2001; Lorenz, 2006) 
o éteres (Madrona y cols., 2009). Estos derivados han mostrado actividades 
similares o incluso mejoradas (Trujillo y cols., 2006; Lorenz, 2006; Pereira-Caro y 
cols., 2009) respecto al propio HTy libre, siendo, en la mayoría de los casos, más 
liposolubles. 
En este contexto, hace algunos años se inició una serie de colaboraciones, 
que se mantienen en la actualidad, entre el Departamento de Farmacología y 
Pediatría (Facultad de Medicina, Universidad de Málaga), el Instituto de la 
Grasa (CSIC, Sevilla), el Departamento de Química Orgánica y Farmacéutica 
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(Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla) y el Instituto de Ciencia y 
Tecnología de los Alimentos y Nutrición (ICTAN-CSIC, Madrid), para el estudio y 
aprovechamiento de la fracción fenólica de la aceituna. Estas colaboraciones 
se han enmarcado en tres proyectos de investigación (Cert y cols., 2004; Cert y 
cols., 2007; Espartero y cols., 2009 y han dado lugar a la publicación de 
numerosos artículos (Mateos y cols., 2001, 2003, 2005, 2008; Alcudia y cols., 
2004; Trujillo y cols., 2006; González-Correa y cols., 2008a, 2008b, 2009; Madrona 
y cols., 2009; Rodríguez y cols., 2009; Pereira-Caro y cols., 2009, 2010a, 2010b, 
2012; Piersanti y cols., 2011; Muñoz-Marín y cols., 2012, 2013;  Guerrero y cols., 
2012; Burattini y cols., 2013; Calderon-Montaño y cols., 2013; Reyes y cols., 2013) 
y comunicaciones a congresos, así como a la presentación de dos patentes 
internacionales (Alcudia y cols., 2004; Cert y cols., 2012). 
Dentro de este marco de colaboración, nos hemos propuesto el estudio 
de nuevos antioxidantes derivados de HTy, en los que se introduce una 
modificación fundamental en el anillo fenólico como es la incorporación de un 
grupo nitro (NO2). La combinación de la presencia de este grupo 
electroatrayente con la longitud y naturaleza de la cadena lateral podría 
permitir la modulación de la actividad antioxidante de los nuevos compuestos 
sintetizados.  
Además, la introducción del grupo nitro en este tipo de compuestos les 
podría conferir la capacidad de inhibir la catecol orto-metiltransferasa 
(COMT), enzima implicada en la degradación de la dopamina, 
neurotransmisor cuyo déficit produce la enfermedad de Parkinson (EP). 
Por todo ello, en la presente Memoria se describe la síntesis y 
determinación estructural de dos series de nitrocatecoles derivados de HTy. 
Seguidamente, se presenta la evaluación de su metabolismo y 
biodisponibilidad a nivel intestinal y hepático. Finalmente, se exponen los 
estudios preclínicos de los nuevos compuestos, desde el punto de vista de su 
potencial antioxidante y neuroprotector para la prevención del ictus 
isquémico, así como su capacidad potencial de inhibición de la COMT.  
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2.1. Dieta mediterránea 
Los hábitos alimentarios desempeñan un papel crucial en el 
mantenimiento de la salud, tanto a nivel individual como poblacional. 
Actualmente, la dieta mediterránea se considera el modelo de alimentación 
más saludable y que, desde sus orígenes, ha respondido al patrón alimentario 
caracterizado por un consumo elevado de verduras, hortalizas, frutas, pasta, 
arroz, frutos secos, leguminosas y una rica variedad de pescados, además de 
aceite de oliva virgen (AOV) y vino tinto. En este sentido, la dieta mediterránea 
se ajusta adecuadamente a las recomendaciones de la conocida “pirámide 
nutricional” (Figura 2.1), a pesar de ser un modelo de alimentación con un 
elevado contenido graso, en contraste con las dietas recomendadas durante 
décadas por los nutricionistas anglosajones (Pérez-Jiménez y cols., 2005).  
 
Figura 2.1 
Raciones recomendadas para los principales grupos de alimentos. Pirámide nutricional adaptada  
a la dieta mediterránea. (Fuente: Sociedad Canaria de Endocrinología y Nutrición, SOCAEN). 
 
En los últimos años, numerosas investigaciones han avalado la adherencia 
a este paradigma de la alimentación asociándolo a una menor mortalidad 
global y una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares (Toledo y 
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cols., 2013; Rees y cols., 2013; Guasch-Ferré y cols., 2014; López-García y cols., 
2014; Chiva-Blanch y cols., 2014; Casas y cols., 2014), cáncer (Pelucchi y cols., 
2009; Giacosa y cols., 2013; Grosso y cols., 2013) y enfermedades inflamatorias 
(Lucas y cols.,2011; Parkinson y Keast, 2014). 
El hecho de responder a un patrón de alimentación basado en una 
tradición antigua y sin efectos perjudiciales evidentes, ha despertado en las 
últimas décadas el interés por parte de la comunidad científica para ser 
considerada una herramienta prometedora desde el punto de vista de la 
salud pública. En ese sentido, el Comité Intergubernamental de la UNESCO ha 
acordado inscribir la Dieta Mediterránea en la lista representativa del 
Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad. Los efectos beneficiosos de la 
dieta mediterránea en la salud se deben a la variedad, dosis y equilibrio de los 
macronutrientes que se aportan encaminados a construir un patrón dietético 
en el que los diferentes nutrientes puedan tener efectos sinérgicos cuando se 
consumen de forma combinada (Hu, 2002). Ese paradigma, basado en el 
consumo combinado de alimentos concretos, viene caracterizado por un bajo 
contenido en ácidos grasos saturados (AGS) y alto contenido en ácidos grasos 
monoinsaturados (AGMI), carbohidratos complejos y fibra, junto con un aporte 
importante de compuestos bioactivos de origen vegetal. Entre ellos, cabe 
destacarlas vitaminas hidrosolubles y liposolubles, los carotenoides y una gran 
variedad de compuestos fenólicos, cuya actividad antioxidante y efectos 
beneficiosos potenciales han sido y están siendo ampliamente investigados.  
 
2.1.1. Papel de los polifenoles. Evidencias científicas sobre sus beneficios 
 “Compuestos fenólicos”, “polifenoles” o“ biofenoles” son  términos que se 
utilizan en la bibliografía para designar aquellas sustancias que poseen un 
anillo de benceno con uno o más grupos hidroxilo y que pueden presentar 
otros grupos funcionales (Harborne y cols., 1989). Están universalmente 
presentes en los sistemas biológicos y, en especial, en el reino vegetal, 
principalmente, en los frutos, aunque también en hojas, flores y otros órganos 
vegetales.  
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Los efectos saludables de los polifenoles presentes en los alimentos han 
sido repetidamente asociados a procesos de captación de radicales libres 
(RLs) y actividad antioxidante, íntimamente ligados a enfermedades 
neurodegenerativas, cardiovasculares y cáncer, entre otros, como procesos 
subyacentes. Por esta razón, numerosos estudios en los últimos años han ido 
encaminados a la evaluación de la capacidad antioxidante de determinados 
alimentos (Huang y cols., 2005; Wolfe y cols., 2008; Finley y cols., 2011) y su 
correlación con el contenido en polifenoles.  
Hoy se sabe que los compuestos fenólicos son más que simples 
antioxidantes, estando implicados en numerosos mecanismos y rutas 
moleculares que justifican los beneficios que se les atribuyen. Entre los efectos 
saludables derivados de los mismos, Valls-Pedretet y cols (2012) demostraron 
que el mayor consumo de alimentos ricos en antioxidantes y, particularmente, 
ricos en polifenoles, se asocia con un mejor estado cognitivo en una población 
anciana con alto riesgo cardiovascular. Otros estudios asocian el consumo de 
una dieta rica en compuestos polifenólicos con una menor incidencia de 
cáncer de pecho (Couto y cols., 2013), próstata (Ferrís-Tortajada y cols., 2012) y 
colon-rectal (Djuric, 2011).También se ha comprobado que el consumo de una 
dieta mediterránea suplementada con aceite de oliva virgen extra o nueces 
reduce el riesgo de eventos cardiovasculares en sujetos con elevado riesgo 
cardiovascular (Estruch y cols., 2013). 
Asimismo, otros estudios describen efectos saludables de los polifenoles en 
la mejora de procesos inflamatorios digestivos, obesidad, diabetes, 
hipertensión y síndrome metabólico (Curtis y cols., 2012; Hooper y cols., 2012; 
Farràs y cols., 2013). 
Aunque son numerosas las fuentes dietéticas ricas en compuestos fenólicos  
como por ejemplo el té, el café, el cacao, el vino además de las frutas y 
verduras, el presente trabajo se centra en derivados de los compuestos 
fenólicos presentes en el olivo.  
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2.2. Los compuestos fenólicos del olivo y sus productos 
El AOV es un alimento tradicional que está constituido, principalmente, por 
triglicéridos (≥98%) y mezclas complejas de componentes menores (~2%) de 
naturaleza química muy diversa. Históricamente, la calidad nutricional 
otorgada al AOV se atribuía a su alto contenido en ácido oleico. Sin embargo, 
actualmente la presencia de ácido oleico en elevada concentración no es 
exclusiva del AOV, ya que nuevas variedades de aceite de girasol y de colza 
presentan una composición en ácidos grasos similar a la del aceite de oliva. 
No obstante, el AOV debe ser considerado un producto exclusivo gracias a sus 
componentes minoritarios, entre los cuales se encuentran los compuestos 
fenólicos. Tanto los componentes mayores como menores muestran una 
composición cualitativa y cuantitativa muy variable, dependiendo de la 
variedad de aceituna, condiciones climáticas y agronómicas, calidad y 
estado de madurez del fruto o el sistema de extracción del aceite (Cantarelli, 
1961; Montedoro y Cantarelli, 1969; Solinas y cols., 1978; Montedoro y Garofolo, 
1984; Amiot y cols., 1986; Solinas, 1987; Di Giovacchino y cols., 1994). 
El principal compuesto fenólico presente en la aceituna es la oleuropeína 
(1) que se forma por la esterificación de hidroxitirosol (2-(3’,4’-dihidroxifenil) 
etanol), HTy (2), con el glucósido del ácido elenólico (3) (Panizzi y cols.,1960). 
Las aceitunas verdes contienen una gran proporción de compuestos fenólicos 
y, para el caso particular de la oleuropeína, su contenido puede alcanzar 
hasta el 14% de la materia seca. Por otra parte, el glucósido del ácido 
elenólico (3) y la desmetiloleuropeína (4) se forman por degradación de la 
oleuropeína y van aumentando a lo largo de la maduración, en la medida 
que aumenta la actividad esterasa, atribuyéndose a esta enzima la formación 
de estos dos compuestos (Amiot y cols., 1986) (Esquema 2.1). 
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Esquema 2.1 
Formación del hidroxitirosol (2), glucósido del ácido elenólico (3), 
y la desmetiloleuropeína (4) por degradación de la oleuropeína (1) 
 
Otro proceso enzimático importante que se produce durante la 
maduración de la aceituna es la hidrólisis del enlace glucosídico presente en 
la oleuropeína, por acción de β-glucosidasas presentes en el fruto. El aglucón 
resultante (5) sufre transformaciones posteriores y, mediante equilibrios 
tautoméricos ceto-enólicos que implican la apertura del anillo heterocíclico 
(Angerosa y cols., 1996) origina diversos estereoisómeros que se denominan en 
conjunto forma aldehídica del aglucón de la oleuropeína (AAO, 7) (Esquema 
2.2). 
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Esquema 2.2 
Formación de los derivados secoiridoideos del hidroxitirosol 
 
En un proceso similar, a partir de la desmetiloleuropeína (4) se obtiene el 
aglucón (6) que se descarboxila e isomeriza a la estructura dialdehídica (8), 
que se denomina forma dialdehídica del aglucón de la oleuropeína 
descarboximetilada (DAOD) (Esquema 2.2). Al conjunto de estas sustancias 
producidas durante la maduración del fruto se las denomina derivados 
secoiridiodeos. 
Durante el proceso de extracción del aceite, la oleuropeína, por su 
carácter hidrosoluble, no se incorpora al mismo, permaneciendo en el 
alperujo. El propio HTy, que se produce por la hidrólisis del enlace éster en la 
oleuropeína o en sus productos de degradación, sólo se encuentra en 
cantidades mínimas en aceites recién obtenidos debido a su escasa 
solubilidad en el aceite (Mateos y cols., 2001). Sin embargo, la concentración 
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de HTy libre suele aumentar con el envejecimiento del aceite, como 
consecuencia de la hidrólisis de los derivados secoiridoideos. Así pues, entre los 
componentes mayoritarios de la fracción fenólica del AOV se encuentran los 
derivados secoiridoideos antes mencionados, alcanzando concentraciones 
entre 50 a 800 mg/Kg, lo que da idea de su mayor lipofilia. 
En los últimos años se han identificado otros derivados de HTy en el AOV: el 
acetato de hidroxitirosilo (HTy-A) (9) (Brenes y cols., 1999; Espartero y cols., 1999) 
y los 1-aril-6,7-dihidroxi-isocromanos (Bianco y cols., 2001) (10, 11) (Esquema 
2.3). 
 
Esquema 2.3 
Acetato de hidroxitirosilo (9) y 1-aril-6,7-dihidroxi-isocromanos (10 y 11) 
 
Cabe destacar que, además de todos estos derivados del hidroxitirosol, se 
encuentran en el AOV otros compuestos fenólicos tales como el tirosol (Ty) y 
sus derivados y, en menor proporción, otros como los ácidos cinámico y sus 
derivados: ácidos ferúlico, p-cumárico, o-cumárico, cafeico y sinapínico; 
derivados del ácido benzoico: ácidos gálico, protocatéquico, p-
hidroxibenzoico, vanílico, siríngico, 3,4,5-trimetoxibenzoico y gentísico; así como 
derivados del ácido fenilacético: ácidos p-hidroxifenilacético y homovaníllico. 
También se han detectado flavonoides, fundamentalmente la apigenina y 
luteolina y, en menor proporción, la apigenina-7-glucósido y luteolina-7-
glucósido, vanillina y otros componentes polares de carácter no fenólico, 
como los ácidos quínico y shiquímico (Montedoro y cols., 1992; Hrenn y cols., 
2006). 
Al alperujo pasan la mayor parte de los compuestos fenólicos presentes en 
la aceituna, bien como glucósidos inalterados o bien como los productos de 
las hidrólisis enzimática y química que tienen lugar durante la maduración del 
fruto. La concentración de compuestos fenólicos en el alperujo varía entre 1,3 
2. Antecedentes 
16 
 
y 4,0% sobre residuo seco (Paredes y cols., 1999), siendo los otros componentes 
sustancias minerales, azúcares, ácidos orgánicos no fenólicos, proteínas, 
lípidos, taninos y residuos sólidos en suspensión.  
 
2.3. Absorción, biodisponibilidad y metabolismo de la fracción fenólica 
del AOV 
La actividad biológica in vivo de cualquier compuesto fitoquímico, 
incluidos los compuestos fenólicos, siempre vendrá condicionada, 
inequívocamente, por su estabilidad digestiva, la extensión de su absorción y 
el metabolismo sufrido. El conocimiento de dicha biodisponibilidad y 
metabolismo es fundamental  a fin de demostrar en estudios futuros que los 
metabolitos, a las concentraciones biodisponibles, resultan también 
beneficiosos (Tomás-Barberán y Andrés-Lacueva, 2012), pues son las moléculas 
disponibles a nivel sistémico y, por tanto, las que mediarán la actividad 
biológica de dichos compuestos.  
La estructura química de los polifenoles, más que su concentración, 
determina el rango de absorción y la naturaleza de los metabolitos circulantes 
en el plasma. Los polifenoles más comunes de nuestra dieta no son 
necesariamente los que producen una mayor concentración de metabolitos 
activos en los tejidos diana (D’Archivio y cols. 2010). 
Aunque para la mayoría de los polifenoles presentes en el AOV existía 
información limitada sobre su biodisponibilidad, en los últimos años se ha 
realizado un considerable esfuerzo en la comprensión de la absorción y el 
metabolismo de estos compuestos. Así, se ha demostrado mediante diferentes 
estudios tanto en animales (D’Angelo y cols., 2001; Visioli y cols., 2001; Tuck y 
cols., 2001, 2002; Rodríguez-Gutiérrez y cols., 2012) como en humanos (Miró-
Casas y cols., 2003; Visioli y cols., 2003; García-Villalba y cols., 2010; Suárez y 
cols., 2011; Rubió y cols., 2012; De Bock y cols., 2013; García-Villalba y cols., 
2014) con dietas suplementadas en AOV de composición fenólica variable, 
que sus principales fenoles, concretamente el HTy, Ty y sus derivados, son 
biodisponibles de forma dosis-dependiente.  
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Cabe destacar el estudio llevado a cabo por Vissers y cols. (2002) con 
individuos ileostomizados, donde se confirmó la absorción de hasta un 66% de 
los fenoles ingeridos a través del AOV en el intestino delgado, siendo éste el 
principal órgano implicado en la absorción de estos compuestos. Para el caso 
del HTy, se ha descrito una absorción rápida, alcanzando la máxima 
concentración en plasma entre 1 y 2 horas de la ingesta, seguido de un rápido 
descenso (Rubio y cols., 2012). 
 Además, su absorción viene determinada por el vehículo de 
administración, como observaron Tuck y cols. (2001) en un estudio llevado a 
cabo con ratas. Estos autores evaluaron el HTy excretado en la orina, 
cuantificando una absorción del 75 y 99% tras su administración mediante una 
disolución acuosa y oleosa, respectivamente. En línea con estos resultados, 
Visioli y cols (2003), evaluaron comparativamente la biodisponibilidad de los 
compuestos fenólicos entre humanos y ratas mediante diferentes vías de 
administración, y observaron una mayor excreción de HTy en la orina humana 
que en la de ratas y un porcentaje de recuperación dependiente del modo 
de administración, alcanzando un 44% cuando se ingería en forma de AOV, 
23% adicionado al aceite de oliva refinado y 13% en forma de yogur. 
Las modificaciones metabólicas que sufren los compuestos fenólicos del 
AOV, ocurren a través de una secuencia de reacciones comunes para todos 
ellos y similar a la detoxificación metabólica que sufren muchos xenobióticos 
para reducir su potencial efecto citotóxico, incrementar su hidrofilicidad y 
facilitar su eliminación urinaria o biliar (Manach y cols., 2004). Durante su 
absorción y/o distribución, los polifenoles están sometidos principalmente a la 
acción de las enzimas de fase II, dando lugar a derivados metilados, sulfatados 
y/o glucuronidados principalmente, por tanto las estructuras químicas que se 
identifican en el plasma y en los tejidos son muy distintas de las que están 
presentes en los alimentos.  
En estudios con humanos, más del 90% de los fenoles identificados en 
plasma y orina aparecen conjugados (Tuck y cols., 2002b; Miró-Casas y cols., 
2003; Visioli y cols., 2003, entre otros) principalmente derivados glucuronidados 
y, en menor proporción, fenoles libres y O-metil derivados, como el alcohol 
homovaníllico (HVAL) con o sin glucuronidación adicional. Recientemente, se 
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han analizado muestras de orina de voluntarios sanos tras la ingesta de 50 mL 
de AOVE rico en polifenoles, mediante una técnica analítica 
considerablemente más sensible que las utilizadas hasta la fecha, la 
espectrometría de masas acoplada a cromatografía líquida, con interfase 
electrospray y analizador de tiempo de vuelo (LC-ESI-TOF-MS) (García-Villalba y 
cols., 2010). Los resultados de dicho estudio han permitido avanzar 
considerablemente en el conocimiento de la biodisponibilidad de los fenoles 
del aceite al identificar más de 50 metabolitos procedentes de reacciones de 
las fases I y II de biotransformación, no sólo derivados del HTy y Ty, sino de otros 
componentes no identificados hasta la fecha en orina como derivados 
secoiridoideos, lignanos y flavonoides, y que alcanzaron su concentración 
máxima al cabo de las 2 h de administración. De esta manera, se confirma por 
primera vez la absorción efectiva, en mayor o menor medida, de todos los 
compuestos que componen la fracción fenólica del AOV, siendo los 
metabolitos procedentes del HTy y sus derivados secoiridoideos los más 
abundantes, fundamentalmente, en sus formas metiladas y glucuronidadas. 
Por último, cabe destacar que el equipo de Motilva y cols., (Suarez y cols., 
2011) han descrito como metabolito mayoritario tras la ingesta de AOV rico en 
fenoles, el derivado sulfatado de HTy. Asimismo, han caracterizado la 
presencia del derivado sulfatado de HTy-A en plasma (Rubio y cols., 2012).  
Para identificar asociaciones entre la ingesta de polifenoles y estado de 
salud en los estudios de cohorte, por ejemplo, es muy importante identificar 
biomarcadores de ingesta a partir de alimentos comúnmente consumidos en 
nuestra dieta, como el AOV. Considerando la recuperación tan alta descrita 
en orina para el HTy, de forma dosis dependiente, este compuesto, en forma 
de sus derivado sulfatados, podría constituir un potencial biomarcador según 
se ha sugerido recientemente (Pérez-Jiménez y cols., 2010).  
Por otro lado, el conocimiento de las formas conjugadas de los polifenoles 
del AOV en la circulación periférica, así como en otros tejidos, es esencial para 
obtener información adicional acerca de su mecanismo de acción in vivo 
(Kroon y cols., 2004). En este sentido se ha demostrado en estudios in vitro 
cómo la conjugación puede afectar a la actividad del compuesto fenólico. 
Así, Tuck y cols. (2002b) encontraron mayor capacidad de captación de RLs 
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para los derivados monoglucuronidados de HTy que para su precursor 
mediante el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH), mientras que el 
derivado sulfatado no mostró ninguna actividad. En contraste con estos 
resultados, recientemente se ha evaluado la actividad antioxidante de 
concentraciones fisiológicas (0,01–10 µM) de conjugados monoglucuronidados 
mediante los ensayos DPPH e inhibición de la oxidación de lipoproteínas de 
baja densidad (LDL) por cobre, no observándose actividad antioxidante 
significativa de dichos metabolitos a las concentraciones ensayadas 
(Khymenets y cols., 2010). Se puede concluir que la conjugación de los 
compuestos fenólicos del aceite de oliva tras su absorción puede modificar la 
actividad antioxidante in vitro, aunque no es posible extrapolar estos resultados 
a una situación in vivo.  
Finalmente, la identificación de los órganos diana de los metabolitos es 
importante para entender el mecanismo de acción de cualquier compuesto 
bioactivo. Existen pocos estudios a este respecto que aborden la distribución 
tisular de compuestos fenólicos, pero cabe destacar el llevado a cabo en 
animales de experimentación tras administración intravenosa de HTy radiactivo 
(D’Angelo y cols., 2001). Los resultados revelaron una absorción rápida y 
extensiva por parte de los órganos y tejidos investigados, tales como el 
músculo esquelético, el hígado, los pulmones o el corazón y, de manera 
preferencial, el riñón. Además, el 90% de la radiactividad administrada se 
detectó en la orina recogida hasta 5 h después de la administración, 
principalmente, en sus formas conjugadas, mientras que alrededor del 5% se 
encontró en las heces y el contenido gastrointestinal. En línea con estos 
resultados Serra y cols (2012) observaron que los fenoles de un AOV se 
absorbieron, metabolizaron y distribuyeron a través de la sangre a 
prácticamente todas las partes del cuerpo e, incluso, atravesaron la barrera 
hematoencefálica.  
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2.4. Obtención de hidroxitirosol 
2.4.1. Aislamiento a partir de residuos del olivar 
Los residuos generados por la industria olivarera son una excepcional 
fuente de HTy. Su aislamiento y posterior purificación a partir de estas fuentes 
han dado lugar a distintos estudios de bioactividad, biodisponibilidad, 
toxicología o de interacciones con ingredientes alimentarios. 
Hasta la fecha se han descrito numerosos ensayos para la producción de 
HTy de alto grado de pureza a partir de distintas fuentes como las hojas del 
olivo, las aguas de lavado de las aceitunas o el alperujo. Así, Briante y cols. 
(2004) han sido capaces de producir grandes cantidades de HTy mediante la 
biotransformación de extractos de hojas de olivo por la acción de una enzima 
β-glucosidasa hipertermofílica inmovilizada en un soporte de quitosano, 
aprovechando la capacidad de la quitina y el quitosano de adsorber 
moléculas polares como el HTy. Otro procedimiento para la obtención de HTy 
a partir de las hojas de olivo emplea dióxido de carbono supercrítico sobre el 
extracto crudo obtenido de la hoja (Tabera y cols., 2004). 
Por otro lado, también se ha estudiado el aislamiento y purificación de HTy 
a partir de las aguas de lavado de las aceitunas, así como de las aguas 
residuales que se generan durante el procesado de las mismas. En este 
sentido, Brenes-Balbuena y cols. (2003) pusieron a punto un procedimiento, 
protegido bajo patente, por el que, tras una etapa de almacenamiento y 
fermentación, se lleva a cabo un proceso de extracción con ultrafiltración y 
adsorción en resinas no iónicas que da lugar a un extracto cuya 
concentración en HTy está entre el 60 y 80%. 
El grupo del Dr. Fernández-Bolaños (Fernández-Bolaños y cols., 2005), del 
Instituto de la Grasa (CSIC, Sevilla), ha desarrollado un sistema de aislamiento y 
purificación de HTy, a escala industrial, a partir del alperujo, igualmente 
protegido bajo patente y que permite su obtención a bajo coste. En este caso 
la etapa clave del proceso es el empleo de una resina de intercambio iónico 
que atrapa los antioxidantes de la fracción acuosa, seguido de una elución 
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con agua. El extracto que se obtiene rico en HTy se purifica tras su paso a 
través de otra resina, esta vez no iónica, y lavado con una mezcla de 
metanol/agua o etanol/agua. El residuo final libre de disolventes proporciona 
el HTy en un 95% de pureza. 
 
2.4.2. Síntesis de hidroxitirosol 
Los numerosos estudios (in vitro e in vivo) que evidencian los beneficios del 
HTy ha impulsado la búsqueda de nuevas vías que faciliten su obtención. Por 
ello, es cada vez más habitual encontrar en la literatura nuevos protocolos de 
síntesis de HTy, en la medida de lo posible sencillos, de altos rendimientos 
químicos y económicamente ventajosos. Así, Bianco y cols. (1988) llevaron a 
cabo la síntesis de HTy mediante la reducción con borohidruro sódico (NaBH4) 
del 3,4-dihidroxifenilacetato de metilo (12) con un rendimiento del 80% 
(Esquema 2.4). 
 
Esquema 2.4 
Síntesis de hidroxitirosol por Bianco y cols.(1988) 
 
Por otra parte, Espín y cols. (2001) llevaron a cabo la biotransformación del 
Ty (13) en HTy mediante una oxidación con una oxidasa que cataliza 
reacciones de hidroxilación de fenoles a o-difenoles y o-quinonas. De forma 
similar, Allouche y Sayadi (2005) prepararon HTy a partir de tirosol usando la 
especie bacteriana Serratia marcescens, con un rendimiento del 80% tras siete 
horas de incubación (Esquema 2.5). 
 
Esquema 2.5 
Síntesis de hidroxitirosol por Allouche y Sayadi (2005) 
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Más recientemente, Bovicelli y cols. (2007) han descrito la síntesis de HTy a 
partir de Ty siguiendo una ruta en varias etapas, todas ellas con excelentes 
rendimientos (Esquema 2.6).  
 
Esquema 2.6 
Síntesis de hidroxitirosol por Bovicelli y cols. (2007) 
 
Finalmente, nuestro grupo de investigación, en colaboración con el grupo 
del Prof. Giovanni Zappia de la Universidad de Urbino (Italia), ha propuesto otra 
ruta alternativa de obtención de HTy a partir de Ty mediante un procedimiento 
sintético en tres etapas, en el que el paso clave es una oxidación de Baeyer-
Villiger (Piersanti y cols., 2011), tal como se muestra en el Esquema 2.7. 
 
Esquema 2.7 
Síntesis de hidroxitirosol por Piersanti y cols. (2011)  
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Además, la síntesis de HTy ha sido objeto de varias patentes. Así, Barontini y 
cols. (2007) han sintetizado HTy a través de una desmetilación oxidativa del 
HVAL previa protección del alcohol primario presente en su estructura. 
Finalmente, Álvarez de Manzaneda y cols. (2009) han descrito la síntesis de HTy 
empleando como productos de partida 3,4-metilidendioxibencenos. 
 
2.5. Derivados sintéticos del hidroxitirosol 
La actividad biológica asociada al HTy y en particular su excelente 
capacidad antioxidante le convierte en un compuesto con un gran atractivo 
industrial para su uso como componente funcional de alimentos, nutracéuticos 
y/o cosméticos. Sin embargo, la solubilidad del HTy en productos grasos es 
limitada por su naturaleza polar. Por ello, no es de extrañar que en los últimos 
años haya aumentado el interés en la obtención de derivados sintéticos que, 
manteniendo la actividad antioxidante original, posean características 
funcionales mejoradas, fundamentalmente el aumento de la lipofilia.  
Por todo lo expuesto anteriormente, es razonable que los primeros 
derivados sintéticos preparados hayan resultado ser análogos a los 
encontrados de forma natural en el aceite de oliva (véase apartado 2.2). De 
esta forma, se describió inicialmente la obtención del derivado acílico de HTy 
(HTy-A) (9) mediante dos procedimientos bastante largos y tediosos (Baraldi y 
cols., 1983; Gordon y cols, 2001). Posteriormente, nuestro grupo patentó un 
procedimiento simple y eficaz de preparación para cualquier derivado 
acilado de HTy, incluido el acetato. Este procedimiento, que consta de una 
única etapa, permite obtener los ésteres grasos de HTy (20‒25) con elevados 
rendimientos químicos (Alcudia y cols., 2004; Trujillo y cols., 2006) (Esquema 2.8). 
 
Esquema 2.8  
Síntesis de ésteres de hidroxitirosilo por Alcudia y cols. (2004) 
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Por otro lado, también se ha llevado a cabo la síntesis de éteres alquílicos 
de HTy (36‒44), que presentan una unión éter que hace que sean más 
resistentes a la hidrólisis ácida que los ésteres anteriormente citados (Madrona 
y cols., 2009) (Esquema 2.9). 
 
Esquema 2.9 
Síntesis de éteres de hidroxitirosilo por Madrona y cols. (2009) 
 
 
2.6. Actividad biológica del hidroxitirosol. Implicación en salud 
Históricamente, las hojas del olivo se utilizaban en la terapia tradicional de 
antiguas civilizaciones. A mediados del siglo pasado, se descubrió que los 
extractos de las hojas del olivo tenían un efecto positivo sobre la hipertensión 
(Scheller, 1955; Perrinjaquet-Moccetti y cols., 2008; Susalit y cols., 2011) y, desde 
entonces, los beneficios de los componentes minoritarios de la aceituna se han 
investigado extensivamente (Trípoli y cols., 2005). 
El verdadero interés del HTy se basa en su amplio espectro de actividades 
farmacológicas, además de aquella que inicialmente centró toda la atención, 
la capacidad antioxidante, siendo destacable el número de artículos y 
patentes relacionadas con esta molécula existente en la bibliografía (Visioli y 
Bernardini, 2011; Fernández-Bolaños y cols., 2012; Hu y cols., 2014). En la Figura 
2.2 se representa la evolución de las más de 2.000 publicaciones relacionadas 
con el HTy a lo largo de los últimos 25 años.  
Cabe decir que, a partir de un reciente estudio se ha concluido que esta 
sustancia no induce efectos que puedan ser considerados de relevancia 
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toxicológica, proponiendo así una dosis del HTy de 500 mg/Kg/día como 
umbral NOAEL (No Observed Adverse Effects Level) (Auñon-Calles y cols., 
2013). 
 
Figura 2.2 
Evolución de los documentos relacionados con HTy publicados a lo largo de los últimos años  
(Fuente: Scifinder, fecha de acceso: 16/06/2014) 
 
Todos estos estudios han puesto de manifiesto que el HTy está implicado en 
numerosos mecanismos y rutas moleculares que justifican los beneficios que se 
le asocian. En el Esquema 2.10 se indican algunas de las más representativas. 
 
Esquema 2.10 
Principales actividades biológicas asociadas al HTy 
 
A continuación se exponen, de forma individualizada, cada una de ellas, 
haciendo especial hincapié en sus mecanismos de actuación antioxidante y 
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neuroprotector, propiedades que ocupan parte de los objetivos de esta tesis 
doctoral. 
 
2.6.1. Actividad antioxidante 
Las especies reactivas de oxígeno (EROs), que continuamente se están 
formando como resultado de procesos metabólicos en el organismo, pueden 
causar oxidación y daños en las macromoléculas celulares y, por lo tanto, 
pueden contribuir al desarrollo de enfermedades degenerativas, tales como la 
aterosclerosis, el cáncer, la diabetes, la artritis reumatoide y otras 
enfermedades inflamatorias (Balsano y Alisi, 2009). 
2.6.1.1. Importancia de la estructura catecólica 
Los efectos beneficiosos atribuibles a los polifenoles presentes en la dieta se 
deben, entre otras cosas, a su efecto antioxidante, al neutralizar las especies 
reactivas de oxígeno protegiendo al organismo del daño oxidativo (Hollman y 
cols.,  2011). La capacidad antioxidante es una de las propiedades más 
destacables del HTy y se relaciona directamente con la presencia de los 
grupos hidroxilos fenólicos (Rice-Evans y cols., 1996; Cao y cols., 1997, Bernini y 
cols., 2012). Así, la estructura ortodifenólica o catecólica del HTy caracteriza su 
potencial antioxidante.  
En ese sentido, la unidad orto-catecólica (1,2-bencenodiol u 
ortodihidroxifenol) ha sido objeto de numerosas investigaciones que tratan de 
relacionar la actividad antioxidante y su estructura química, a fin de dilucidar 
el posible mecanismo de acción antioxidante (Povie y cols., 2010). En el 
esquema 2.11 se representa el mecanismo para el HTy, donde se produce la 
formación de un radical muy estable por la presencia de un enlace de 
hidrógeno intramolecular entre el hidrógeno libre del grupo hidroxilo y el 
radical fenoxilo (Visioli y Galli, 1998). Así, se demuestra que la presencia del 
grupo catecol es crucial en la reactividad fenólica al actuar como donador 
de átomos de hidrógeno en los procesos de formación de radicales en 
cadena (Bernini y cols., 2012). 
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Esquema 2.11 
Mecanismo antioxidante del HTy por donación de hidrógeno 
 
Existen estudios basados en el cálculo de la energía de disociación del 
enlace O-H mediante descriptores termodinámicos, válidos para predecir la 
capacidad antioxidante de la estructura catecol in vitro; sin embargo, no son 
suficientes para predecir su efecto como secuestrador de RLs en medios 
fisiológicos. Para ello, en los últimos años ha sido de especial importancia 
desarrollar descriptores de la cinética de transferencia del átomo de 
hidrógeno entre el polifenol y los RLs en estudios de actividad antioxidante (Di 
Meo y cols., 2013).  
2.6.1.2. Evaluación de la capacidad antioxidante de HTy in vitro  
Diversos estudios han puesto de manifiesto que los polifenoles totales 
presentes en el AOV están directamente relacionados con la estabilidad 
oxidativa del mismo, tanto en recipientes abiertos a baja temperatura 
(Gutfinger, 1981; Tsimidou y cols., 1992), como a altas temperaturas (100-120ºC) 
por los métodos de oxígeno activo como el método Rancimat® (Vázquez y 
cols., 1975; Gutiérrez y cols., 1977), jugando un papel muy importante en la 
conservación de las características cualitativas del aceite. Posteriormente, este 
hecho ha sido corroborado al encontrarse una correlación aceptable con la 
estabilidad Rancimat a 100º C, corregida con un factor que tiene en cuenta la 
susceptibilidad oxidativa de la matriz según su composición en ácidos grasos 
(Cert y cols., 1996) y de triglicéridos (Mateos y cols., 2005a). 
De entre todos los componentes de la fracción fenólica, el HTy ha 
mostrado una actividad antioxidante por encima del resto y su potencia en 
matrices lipídicas, es muy superior a la de otros antioxidantes comúnmente 
empleados como son -tocoferol (Baldioli y cols., 1996; Giovannini y cols., 1999; 
Gordon y cols., 2001), el ácido cafeico, el butilhidroxitolueno (BHT) y el 
butilhidroxianisol (BHA), aunque algo menor que la del galato de dodecilo 
(Papadopoulos y Boskou, 1991; Chimi y cols., 1998; Mateos, 2002).  
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2.6.1.3. Evaluación de la capacidad antioxidante en cultivos celulares 
Numerosos estudios in vitro han demostrado la capacidad del HTy para 
hacer frente al estrés oxidativo inducido por agentes oxidantes en diferentes 
líneas celulares. Así, se ha visto como el HTy y otros compuestos presentes en la 
fracción fenólica del AOV contrarrestan la citotoxicidad de las especies 
reactivas de oxígeno en células epiteliales de intestino humano Caco-2 
(Deiana y cols., 2010), en células de melanoma (D’Angelo y cols., 2005), en 
células de hepatoma humano (Goya y cols., 2007) y en células epiteliales 
tubulares renales (Deiana y cols., 2008; Incani y cols., 2010). Esta capacidad 
protectora se fundamenta en la habilidad de los polifenoles para captar RLs 
(Tripoli y cols., 2005; Cornwell y Ma, 2008).  
 Por otra parte, se han encontrado evidencias que sugieren que los fenoles 
pueden ejercer una protección indirecta frente al estrés oxidativo mediante el 
mantenimiento equilibrado del sistema de defensa endógeno, inhibiendo el 
descenso de la concentración de glutatión intracelular reducido (GSH) y 
modulando la actividad y expresión de los enzimas antioxidantes (Masella y 
cols., 2004; Martin y cols., 2010), a través de un mecanismo que implica la 
activación de las rutas moleculares PI3K/AKT y ERKs y posterior translocación 
nuclear de Nrf2 en células HepG2, para el caso del HTy (Martin y cols., 2010).  
2.6.1.4. Efecto sobre la oxidación lipídica 
Conocida la relevancia de la oxidación de las LDL a su forma oxidada 
(LDLox) en las lesiones tempranas en el proceso de la aterosclerosis, la 
inhibición de su oxidación por los polifenoles podría constituir una forma lógica 
de actuación de los mismos (Witztum, 1994).  
Estudios de intervención han demostrado que los polifenoles del AOV 
aumentan la resistencia de las partículas LDL a la oxidación de manera dosis 
dependiente en voluntarios sanos (Nicolaiew y cols., 1998; Marrugat y cols., 
2004; Weinbrenner y cols., 2004; Covas y cols., 2006a; Covas y cols., 2006b; 
Gimeno y cols., 2007; De la Torre-Carbot y cols., 2010) y en voluntarios con 
problemas cardiovasculares (Ramirez-Tortosa y cols., 1999; Fitó y cols., 2005).    
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Como resultado de estas investigaciones, la Agencia Europea de 
Seguridad Alimentaria (EFSA) ha establecido una nueva declaración 
nutricional para los polifenoles del AOV, que considera que el consumo diario 
de 5 mg de HTy y sus derivados en 20 g de AOV, tomado como parte de la 
dieta, puede proteger a las LDL del estrés oxidativo, manteniendo la 
concentración de lipoproteínas de alta densidad (HDL) y del colesterol en 
sangre, la presión arterial y propiedades antiinflamatorias (EFSA, 2011, EC Nº 
1924/2006).  
2.6.1.5. Efecto sobre el daño oxidativo al ADN 
Cualquier alteración oxidativa del ADN y ARN juega un papel esencial en 
la patogenia de las principales enfermedades degenerativas y, en particular, 
puede constituir el punto de partida para el desarrollo de cualquier tipo de 
cáncer (Cooke y cols., 2003).  
La evaluación del efecto de los polifenoles sobre el daño oxidativo al ADN 
constituye otro mecanismo de actuación que pondría de manifiesto su 
actividad antioxidante. Sin embargo, los resultados derivados de los estudios 
de intervención para valorar la implicación de los polifenoles en la prevención 
de esta patología son poco concluyentes. Por ejemplo, a partir de un 
subgrupo de individuos participantes en el estudio EUROLIVE (Machowetz y 
cols., 2007) se observó una relación entre la ingesta de AOV durante 3 
semanas por 182 voluntarios sanos y un descenso de los niveles urinarios del 
biomarcador 8-oxo-deoxiguanosina (8-oxo-dG), aunque fue independiente del 
contenido fenólico del aceite. Sin embargo, en un estudio previo realizado con 
10 mujeres postmenopáusicas (Salvini y cols., 2006), se encontró una 
disminución de un 30% del daño oxidativo al ADN, medido en linfocitos de 
sangre periférica, tras el consumo durante 8 semanas de AOV rico en 
polifenoles (592 mg/Kg), en comparación con el grupo que consumió AOV 
con menor contenido fenólico (147 mg/Kg).  
2.6.1.6. Efecto sobre otros biomarcadores de oxidación 
Los biomarcadores de daño oxidativo se basan en la medida de 
productos de oxidación relativamente estables, que derivan del daño a 
lípidos, proteínas y ADN. Asumiendo la relación entre el estrés oxidativo y la 
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mayoría de los procesos degenerativos, la monitorización de estos 
biomarcadores permitirá evaluar el efecto de los compuestos fenólicos sobre 
una situación normal o de estrés inducido (Mateos y Bravo, 2007). Entre ellos, 
las niveles de LDLox, como biomarcador lipídico, y 8-oxo-dG, como 
biomarcador de ADN, ya se han comentado en un epígrafe aparte por la 
transcendencia que presentan en los procesos cardiovasculares y 
cancerígenos, respectivamente. Sin embargo, son numerosos los 
biomarcadores que, habitualmente, se vienen utilizando para el desarrollo de 
este tipo de estudios. F2-isoprostanos, lipoperóxidos (LPO) o malondialdehído 
(MDA) como indicadores de daño a lípidos, 8-hidroxi-deoxiguanosina como 
indicador de daño al ADN, o carbonilos como daño a proteínas, son los más 
utilizados. Otros relacionados con el sistema de defensa antioxidante no 
enzimático (GSH, glutatión oxidado (GSSG)) o enzimático (glutatión 
peroxidasa, glutatión reductasa, catalasa y glutation-S-transferasa) también 
permiten evaluar la actividad antioxidante de los compuestos fenólicos. 
Muchos de estos marcadores se han utilizado en un modelo de hipoxia-
reoxigenación, que reproduce in vitro las condiciones fisiológicas que 
acontecen durante el desarrollo del ictus isquémico, para caracterizar 
comparativamente el carácter antioxidante del HTy y sus derivados lipofílicos 
(González-Correa y cols., 2007; González-Correa y cols., 2008b, Guerrero y cols., 
2012; Muñoz-Marín y cols., 2012). 
Igualmente, los biomarcadores de oxidación se toman como referencia 
para ahondar en la potencia antioxidante de cualquier fitoquímico en estudios 
de intervención con humanos. Por ejemplo, Visioli y cols. (2000), cuando 
administraron una única dosis de aceite rico en polifenoles a voluntarios sanos 
observaron un descenso significativo dosis-dependiente de la excreción de F2-
isoprostanos en orina. Posteriormente, en línea con estos resultados, un estudio 
de intervención aleatorizado y cruzado llevado a cabo con 21 voluntarios 
hipercolesterolémicos que tomaron una única dosis de AOV rico en 
compuestos fenólicos, dio lugar a un descenso significativo de los niveles de F2-
isoprotanos y LPO en comparación con el consumo de aceite bajo en 
compuestos fenólicos (Ruano y cols., 2005).  
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Covas y cols. (2006b) han mostrado que la ingesta de un aceite rico en 
compuestos fenólicos modula el balance entre el GSH y el GSSG de forma 
dosis dependiente. Por otro lado, Weinbrenner y cols. (2004) ofrecieron 
evidencias sobre la influencia de los compuestos fenólicos en el estado 
oxidativo/antioxidante en humanos al demostrar un incremento en la 
actividad de la enzima glutation peroxidasa después de la administración de 
aceite de oliva rico en compuestos fenólicos, junto con un descenso en los 
niveles de LPO, resultados totalmente coincidentes a aquellos publicados al 
año siguiente por Fitó y cols. (2005). 
 
2.6.2. Actividad neuroprotectora 
El estrés oxidativo y nitrosativo elevado puede poner en peligro la 
integridad y la funcionalidad del tejido cerebral. Estudios epidemiológicos 
recientes indican que el consumo habitual del AOV está asociado a una 
reducción de los riesgos implicados en enfermedades neurodegenerativas 
relacionadas con la edad, tales como el Alzheimer y el Parkinson (Scarmeas y 
cols., 2006; Berr y cols., 2009). Por un lado, los resultados del estudio de las “Tres 
Ciudades” (Berr y cols., 2009) reveló que los participantes con un consumo 
moderado o alto de aceite de oliva, en comparación con aquellos que no lo 
consumían, mostraron una menor probabilidad de déficit cognitivo para la 
fluidez verbal y memoria visual durante los 4 años de seguimiento de 6.947 
sujetos. Por otro lado, los resultados publicados por Scarmeas y cols. (2006) en 
un estudio de seguimiento realizado con 2.258 sujetos, mostraron que una 
mayor adherencia a la dieta mediterránea se asocia con una reducción en el 
riesgo de padecer Alzheimer. 
Recientemente, han proliferado hallazgos sobre los beneficios del HTy para 
prevenir las enfermedades neuronales. En particular, en un estudio realizado 
con ratas se ha demostrado que el HTy es capaz de atravesar la barrera 
hematoencefálica (BHE) (Wu y cols., 2009), evaluado en muestras de dializado 
mediante cromatografía líquida con detector de fluorescencia en ratas 
anestesiadas. 
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Otros estudios en animales han mostrado la eficacia de un extracto rico en 
HTy para reducir la citotoxicidad inducida por el óxido nítrico (NO) en las 
células de cerebro de ratón (Schaffer y cols., 2007). Resultados in vitro e in vivo 
han identificado que las mitocondrias se encuentran entre las dianas de 
prevención del HTy en el cerebro (Hu y cols., 2014). Finalmente, se ha mostrado 
el posible efecto neuroprotector del HTy, HTy-A y éteres de HTy en un modelo 
de hipoxia-reoxigenación en cortes de cerebro de rata, tanto in vitro como in 
vivo. Los resultados indicaron la capacidad de estos compuestos para inhibir 
de manera dosis dependiente el flujo de lactato deshidrogenasa (LDH), 
proporcionando una base inicial para el estudio del HTy como un potencial 
compuesto neuroprotector (González-Correa y cols., 2008a, Guerrero y cols., 
2012; Muñoz-Marín y cols., 2012). 
 
2.6.3. Actividad antiinflamatoria 
La inflamación y sus consecuencias tienen un papel crucial en el desarrollo 
de la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. Se ha demostrado que 
los polifenoles disminuyen la producción de marcadores inflamatorios, como el 
leucotrieno B4, en varios sistemas (Biesalski, 2007). En un estudio in vitro con 
macrófagos de ratón estimulados con lipopolisacáridos (LPS) se ha 
demostrado que el HTy inhibe la producción de factores mediadores de la 
inflamación, como son el óxido nítrico (NO) y las citoquinas (Richard y cols., 
2011). 
La administración oral de HTy a ratas con una inflamación en la pata, 
inducida experimentalmente, produjo una reducción significativa tanto del 
grado de hinchazón como del dolor (Gong y cols., 2009). 
Asimismo, también se han confirmado los beneficios del HTy sobre la 
función plaquetaria, estrechamente relacionada con la inflamación, al 
demostrar que inhibe la inducción química de la agregación, la acumulación 
del pro-agregante tromboxano (TxB2) en suero humano, la producción de 
moléculas pro-inflamatorias de leucotrienos y la actividad de la lipoxigenasa 
araquidonato (Visioli y cols., 2002b, González-Correa y cols., 2008b, 2009). 
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2.6.4. Capacidad cardioprotectora 
También se ha vinculado el HTy con el aumento de la concentración de 
HDL (Covas y cols., 2006b). Aunque este efecto sobre HDL ha sido corroborado 
en otros estudios, EFSA concluyó que las evidencias existentes eran insuficientes 
para establecer una causa-efecto (EFSA, 2012).   
El HTy ha demostrado ejercer un efecto beneficioso sobre la función 
plaquetaria, al reducir in vitro la expresión de moléculas de adhesión de 
células vasculares (Carluccio y cols., 2007) o inhibir in vivo la agregación 
plaquetaria en ratas (González-Correa y cols., 2008a). También en estudios de 
intervención con humanos, se ha relacionado el contenido fenólico del aceite 
de oliva rico en HTy y derivados con una disminución significativa del inhibidor 
del activador de plasminógeno-1 (PAI-1) y el factor VII (FVIIa) asociados a 
cambios en el perfil hemostático postprandial, lo que lleva a un estado menos 
tromgogénico (Ruano y cols., 2007).  
Por último, el estudio clínico de intervención PREDIMED asoció una menor 
incidencia de eventos cardiovasculares en personas que habían consumido 
AOV rico en polifenoles en el marco de la dieta mediterránea, así como una 
mejora en la capacidad cognitiva de pacientes ancianos con factores de 
riesgo cardiovascular (Valls-Pedret y cols., 2012; Estruch y cols., 2013; Martínez-
Lapiscina y cols., 2013).  
 
2.6.5. Prevención de la osteoporosis 
El HTy puede tener un papel importante en la formación y mantenimiento 
de los huesos, y podría ser utilizado como un recurso efectivo en el tratamiento 
de los síntomas de la osteoporosis, ya que se ha descrito su capacidad para 
estimular la deposición de calcio e inhibir la formación de osteoclastos 
multinucleados de una manera dosis-dependiente. Además, el HTy también 
suprime la pérdida de masa ósea del hueso esponjoso en fémures de ratas 
ovariectomizadas (Hagiwara y cols., 2011). 
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2.6.6. Actividad antimicrobiana 
La actividad antimicrobiana del HTy y otros fenoles del olivo ha sido 
estudiada in vitro contra hongos, bacterias, virus y protozoos (Bisignano y cols., 
1999; Zoric, 2013). 
La investigación sobre la actividad in vitro antibacteriana del HTy concluye 
que este compuesto puede ser considerado como un agente antimicrobiano 
para el tratamiento de infecciones humanas causadas por cepas bacterianas 
o agentes casuales del tracto intestinal o respiratorio (Furneri y cols., 2004). 
Otros estudios in vitro demuestran que los polifenoles del aceite de oliva 
son poderosos compuestos anti Helicobacter pylori (Romero y cols., 2007), una 
bacteria vinculada a la mayoría de úlceras pépticas y a algunos tipos de 
cáncer gástrico. 
Por otra parte, tanto el HTy como la oleuropeína han sido identificados 
como una clase única de inhibidores que impiden la entrada del virus de la 
inmunodeficiencia humana en la célula huésped, inhibiendo la actividad de la 
integrasa VIH-1. Por lo tanto, estos agentes proporcionan una ventaja sobre 
otras terapias antivirales en el que, tanto la entrada del virus como la 
integración, se inhiben (Lee-Huang y cols., 2007a, 2007b, 2009). El HTy y sus 
derivados también son útiles, cuando se aplican tópicamente, como 
microbicidas para prevenir la infección por el virus, así como otras 
enfermedades de transmisión sexual causada por hongos, bacterias o virus 
(Gómez-Acebo y cols., 2011). Además, se ha descrito que el HTy inactiva el 
virus de la gripe A, lo que sugiere que el mecanismo del efecto antiviral del HTy 
podría requerir la presencia de una envoltura viral (Yamada y cols., 2009). 
 
2.6.7. Actividad anticancerosa 
Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la relación entre el 
consumo de aceite de oliva y la prevención del cáncer (Pérez-Jiménez y cols., 
2005). Los compuestos antioxidantes suministrados mediante la dieta pueden 
disminuir el riesgo de padecer cáncer debido al hecho de que pueden reducir 
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al mínimo el daño sobre el ADN, la peroxidación de lípidos y la cantidad de 
EROs generadas (Manna y cols., 2005; Hillestrom y cols., 2006; Omar, 2010). 
Existen más de 20 patentes y 38 artículos de revisión que tratan la relación 
entre el propio HTy y el cáncer (véase por ej.; Carrera-González y cols., 2013; 
Hu y cols., 2014). Así, se ha publicado que el HTy puede ejercer un efecto pro-
apoptótico mediante la modulación de la expresión de genes implicados en 
la proliferación de células tumorales de promielocitos (células HL60) (Fabiani y 
cols., 2006, 2008, 2009, 2011) y, por otra parte, se ha demostrado que inhibe la 
proliferación de células MCF-7 de cáncer de mama (Siriani y cols., 2010; 
Bouallagui y cols., 2011; Bulotta y cols., 2011), células HT29 de carcinoma de 
colon (Guichard y cols., 2006), células de melanoma M14 (D'Angelo y cols., 
2005) y células de próstata PC3 humanas (Quiles y cols., 2002). 
 
2.6.8. Actividad antidiabética 
El estrés oxidativo juega un papel importante en la patogenia de la 
resistencia a la insulina y se ha planteado la hipótesis de que los antioxidantes 
de la dieta podrían disminuir el riesgo de padecer diabetes. Así, estudios 
observacionales de tipo prospectivo y de intervención apoyan la relación 
inversa entre la dieta mediterránea y la resistencia a la insulina (Pauwels y cols., 
2009). 
Mediante estudios in vivo se evaluó el efecto de extractos ricos en HTy y 
oleuropeína administrados durante 4 semanas a ratas con diabetes inducida 
con alloxan. Los resultados confirmaron la capacidad de estos polifenoles para 
inhibir el estrés oxidativo (Jemai y cols., 2009). En otro estudio con animales de 
experimentación se demostró la capacidad hipoglucémica del HTy al reducir 
los niveles de glucosa en plasma de ratas diabéticas un 55% (Hamden y cols. 
2009) y proteger las células pancreáticas frente al daño oxidativo evaluado 
mediante análisis histológico de los tejidos, mejorando así la secreción de 
insulina. En línea con estos resultados, el mismo grupo confirmó la acción 
inhibitoria del HTy sobre la toxicidad pancreática al observar un aumento en la 
actividad de las enzimas antioxidantes y disminución de los niveles de 
sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) y de LDH en el páncreas de 
2. Antecedentes 
36 
 
ratas diabéticas que ingirieron extractos de HTy durante dos meses (Hamden y 
cols., 2010). 
Del mismo modo, los polifenoles presentes en extracto de hoja de olivo, 
oleuropeína e HTy como compuestos mayoritarios, revirtieron la inflamación 
crónica y el estrés oxidativo causantes de los síntomas cardiovasculares, 
hepáticos y metabólicos en un modelo de ratas obesas con diabetes inducida 
por la dieta, sin modificar la presión arterial (Poudyal y cols., 2010). Otros 
estudios basados en un tratamiento crónico mediante administración oral de 
HTy a ratas diabéticas mejoraron el efecto de la aspirina sobre la retinopatía 
diabética (De La Cruz y cols., 2010).  
Todos estos resultados sugieren que los fenoles del aceite de oliva podrían 
prevenir las complicaciones de la diabetes asociadas con el estrés oxidativo. 
 
2.7. Estrés oxidativo e ictus isquémico 
Los RLs se relacionan directamente con múltiples entidades 
fisiopatológicas, ya que un desequilibrio en los sistemas redox intracelulares es 
algo tan frecuente como la propia existencia de la bioquímica humana. 
Posiblemente, el proceso de isquemia-reperfusión tisular sea el más 
directamente relacionado con la producción de RLs y el más estudiado en la 
bibliografía científica, también debido a que la patología vinculada a la 
isquemia-reperfusión presenta una alta prevalencia e incidencia en el mundo 
occidental. Tan sólo basta recordar que los procesos coronarios o los 
accidentes cerebrovasculares constituyen dos tercios de las muertes de origen 
cardiovascular en los países industrializados. 
En la isquemia cerebral se produce un ostensible incremento de la 
producción de RLs, actuando éstos de forma lesiva sobre el tejido cerebral a 
través de diversos mecanismos bioquímicos, ya sea de forma directa, 
reaccionando con lípidos, proteínas o ácido nucleicos, o de forma indirecta, a 
través de un estímulo potente de la expresión y liberación de citocinas 
inflamatorias, tales como la interleucina 1ß, factor de necrosis tumoral, etc. 
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(Chen y cols., 2011; Haddad, 2003). Los RLs participan además en otras vías de 
daño celular postisquémico (Montaner, 2007), como es la disfunción 
mitocondrial, el estímulo de vías apoptóticas y la interrelación con la 
producción de óxido nítrico y posterior formación de peroxinitritos, lo cual 
amplifica la vía oxidativa de daño celular cerebral (Chen y cols., 2011; Kamat y 
cols., 2008). 
Durante el proceso de hipoxia/isquemia se produce una disminución del 
flujo sanguíneo cerebral por debajo de 55-60 mL/100 g de tejido/min, 
originando una rápida disminución energética, alterando la función cerebral y 
desencadenando una compleja cascada de alteraciones bioquímicas (ver 
Esquema 2.12) que condicionan la muerte celular (Deseano-Estudillo y cols., 
2003). Así, por diferentes mecanismos, se produce un aumento en la liberación 
de RLs. En situaciones de déficit de oxígeno, el ión superóxido es producido por 
la microglía activada, el ácido araquidónico es liberado desde la membrana 
celular por la fosfolipasa A2 y se producen, colateralmente, hidroperóxidos 
lipídicos y radicales libres. En estas circunstancias, tiene también lugar la 
entrada masiva de Ca2+, como consecuencia de la despolarización de 
membrana, pudiéndose convertir la xantina deshidrogenasa en oxidasa, para 
utilizar oxígeno como receptor de electrones y liberar también el ión 
superóxido. 
También se han descrito fuente de RLs como la propia óxido nítrico sintasa 
(NOS) que, en concentraciones subóptimas de L-arginina, puede producir el 
superóxido y el peróxido de hidrógeno. Por último, se admite que la 
disminución de la actividad citocromo C oxidasa de la cadena respiratoria 
mitocondrial producida tras la isquemia, puede llevar a la liberación de RLs. 
Para todos estos procesos es necesaria la presencia de oxígeno, lo cual nos 
lleva a pensar que estos fenómenos se producirían a partir del periodo de 
reperfusión/reoxigenación en el tejido dañado. 
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Esquema 2.12 
Bioquímica del proceso de isquemia-reoxigenación (Ruiz, 2013) 
 
Sea de una forma u otra, el estrés oxidativo (desbalance entre producción 
de RLs y defensa antioxidante tisular) juega un papel fundamental en el 
proceso de muerte neuronal en la isquemia cerebral. Todas estas evidencias 
han sido la base para postular la posible utilización de compuestos 
antioxidantes en la prevención del daño celular postisquémico cerebral 
(Kamat y cols., 2008; Chen y cols., 2011; Albarracín y cols., 2012). En modelos 
animales de isquemia-reperfusión cerebral se ha estudiado el posible efecto 
neuroprotector de algunos antioxidantes clásicos, tales como la vitamina E 
(Villalobos y cols., 1994; González-Correa y cols., 2006), donadores de glutatión 
como la S-adenosil-L-metionina (Villalobos y cols., 2000; De La Cruz y cols., 
2002) o la N-acetil-cisteína (Pawlas, 2009), alopurinol (Ansari y cols., 2013), 
melatonina (Ozyener y cols., 2012) y diversos compuestos extraídos de las 
plantas (Albarracin y cols., 2012). En este sentido, también se ha estudiado la 
alimentación como base de antioxidantes con posible efecto neuroprotector, 
fundamentalmente, los polifenoles de frutas, como es el caso del resveratrol 
(Prabhakar, 2013) y, fundamentalmente, el AOV como tal (González-Correa y 
cols., 2007; Mohagheghi y cols., 2010) y sus componentes polifenólicos 
(Schaffer y cols., 2007; González-Correa y cols., 2008a,b). Asimismo, se ha 
demostrado el efecto neuroprotector de diversos derivados de HTy, como son 
los éteres derivados (Guerrero y cols., 2012; Muñoz-Marín y cols., 2012).  
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Todos estos estudios experimentales han dado sus frutos en el reciente 
ensayo PREDIMED (ver apartado 2.6.4) en el cual se demuestra una reducción 
de los accidentes cardiovasculares, entre los que se incluye el ictus cerebral 
(Estruch y cols., 2013). En este estudio se han analizado diversas variantes del 
ensayo principal, encontrando una relación con la disminución del estrés 
oxidativo y marcadores inflamatorios causados por la suplementación con 
AOV (Urpi-Sarda y cols., 2012; Zamora-Ros y cols., 2013). 
 
2.8. Estrés oxidativo y enfermedad de Parkinson 
El estado de estrés oxidativo juega igualmente un papel crucial en la 
fisiopatología de enfermedades neurodegenerativas, tales como: Alzheimer, 
Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotrófica (Mariani y cols., 2005, 
Hayashi, 2009). En todas estas condiciones se ha observado un incremento de 
marcadores de daño oxidativo, los cuales involucran oxidación de proteínas, 
lípidos, ADN e incluso de ARN. Una gran cantidad de evidencias indican que el 
incremento en la generación de EROs, un déficit en las defensas antioxidantes, 
así como la disminución en la eficiencia de los mecanismos de reparación del 
ADN, la proteólisis y la pérdida de regulación del sistema inmune, son factores 
que contribuyen primariamente al aumento de estrés oxidativo y conducen al 
daño cerebral progresivo (Mariani y cols., 2005; Zhou y cols., 2008, Hayashi, 
2009). 
Los mecanismos de óxido-reducción desempeñan un papel importante en 
la fisiopatología de la célula, y abarcan desde renovación de membranas, 
fenómenos plásticos celulares, supervivencia de células en sistema nervioso 
durante etapas embrionarias, mitosis, migración celular, síntesis y liberación de 
hormonas, aumento en la transcripción de citoquiinas durante procesos 
inflamatorios, participación en señalización celular y mecanismos de segundos 
mensajeros (Smythies, 2000). Los RLs y las EROs son normalmente generados por 
el metabolismo celular para la obtención de energía (McCord, 2000; Halliwell y 
Gutteridge, 2007). Los sistemas antioxidantes eliminan las EROs para mantener 
un equilibrio de óxido-reducción en el organismo. En un estado de estrés 
oxidativo, se presenta un exceso de prooxidantes que no puede ser 
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contrarrestado por los sistemas antioxidantes endógenos. Numerosas 
evidencias científicas indican que, el incremento en la generación de EROs y 
un déficit en las defensas antioxidantes (Olanow y Arendash, 1994), así como la 
disminución en la eficiencia de los mecanismos de reparación del ADN y la 
proteólisis, además de pérdida de regulación del sistema inmune, son factores 
que contribuyen, fundamentalmente, al aumento de estrés oxidativo y llevan a 
daño cerebral progresivo. 
 La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por una disminución de 
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y la concomitante pérdida de 
terminales nerviosos dopaminérgicos en el núcleo caudado-putamen, que es 
el área principal de proyección de las neuronas de la sustancia negra. En los 
últimos años, se han aportado nuevos conocimientos acerca de los 
mecanismos de neurodegeneración presentes en la EP. Las deficiencias en la 
función mitocondrial, el incremento del estrés oxidativo, apoptosis, 
excitotoxicidad e inflamación son parte de los procesos que eventualmente 
resultan en neurodegeneración (Dauer y Przedborski, 2003; Youdim y 
Buccafusco, 2005). 
 
2.8.1. Estrés oxidativo mediado por hierro en la sustancia negra  
Existen cantidades altas de hierro ligadas al estrés oxidativo en la EP 
(Friedman y Galazka-Friedman, 2012). El incremento del hierro total no 
necesariamente implica un estado de estrés oxidativo, siempre y cuando 
existan proteínas que almacenan el hierro en su forma inerte, tales como la 
ferritina. La entrada y liberación de hierro por la ferritina ocurre cuando el 
hierro cambia a un estado más activo y participa en la reacción de Fenton 
para generar el radical hidroxilo. Algunos estudios han mostrado que el hierro 
se acumula en los astrocitos de la sustancia negra de ratas viejas, al mismo 
tiempo que existe un incremento en la tasa de Fe(III)/Fe(II) y una disminución 
de glutatión (Sayre y cols., 2001; Smeyne y Smeyne, 2013). Una interpretación 
es que el secuestro por la mitocondria del Fe(II) en la astroglía de la sustancia 
negra, durante el envejecimiento, puede ser un factor que predispone el 
cerebro senescente a la EP (Sayre y cols., 2001). 
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Además, existen evidencias de que la pérdida intracelular del balance 
redox resulta en una oxidación aberrante de dopamina en 6-hidroxidopamina, 
la cual, a su vez puede sufrir una auto-oxidación para formar quinonas y, 
simultáneamente, generar superóxido. Esta reacción en cascada, ya sea por sí 
misma, o amplificada por la generación de EROs, puede explicar la pérdida 
neuronal como resultado final (Angoa-Pérez y Rivas-Arancibia, 2007). 
Además del hierro, la actividad de la monoamina oxidasa (MAO), enzima 
que participa en la ruta de la degradación de la dopamina (DA), también se 
ve incrementada en la EP. Ambos fenómenos están asociados con auto-
oxidación de la DA y su desaminación por la MAO, lo cual resulta en la 
generación de EROs y RLs que promueven el inicio de estrés oxidativo para 
inducir neurodegeneración. Algunos autores han mostrado que los agentes 
quelantes de hierro, así como los inhibidores de la MAO, resultan protectores 
en algunos modelos de EP inducidos con la 6-hidroxidopamina y 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (Youdim y cols., 2004; Youdim y Buccafusco, 2005; Gal 
y cols., 2006). 
 
2.9. Nitrocatecoles y tratamiento de la enfermedad de Parkinson 
El tratamiento sintomático clásico del Parkinson se ha centrado en 
recuperar los niveles de DA (45) (Esquema 2.13) a nivel cerebral y ha constado 
de varias etapas a lo largo de los años: 
1) Inicialmente se describieron efectos antiparkinsonianos destacables con 
la administración prolongada de la 3,4-dihidroxifenil-L-alanina (L-DOPA o 
levodopa, 46), un precursor de la dopamina (Cotzias, 1967). La L-DOPA se 
descarboxila por acción de la enzima L-aminoácido aromático descarboxilasa 
(AAD) a nivel cerebral produciendo dopamina (45). 
 
 
Esquema 2.13 
Estructuras químicas de dopamina (45) y levodopa (46) 
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Un problema grave asociado inicialmente a esta terapia fue la dosis 
elevada (varios gramos) necesaria de levodopa (Barbeuau, 1969), por la 
rápida descarboxilación que sufría a nivel periférico, antes de poder atravesar 
la barrera hematoencefálica, que limitaba su biodisponibilidad a nivel cerebral 
(1%). 
2) La eficacia del tratamiento con levodopa se mejoró usando una 
combinación de ésta con un inhibidor de la AAD periférica (Cotzias, 1969). La 
mezcla de ambos compuestos incrementó su biodisponibilidad, disminuyendo 
la dosis hasta el 70% (Papavasiliou, 1972) así como los graves efectos 
secundarios a nivel periférico inducidos por la levodopa. 
3) Incluso con la mezcla de levodopa y el inhibidor de la AAD periférica la 
biodisponibilidad seguía siendo muy pequeña, al alcanzar el cerebro sólo el 5-
10% de levodopa por existir otras vías de metabolización. Entre éstas, destaca 
fundamentalmente la O-metilación mediada por la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT), con producción de 3-O-metildopa, metabolito 
inactivo y que, además, compite con la L-DOPA por el sistema de transporte 
activo a través de la barrera hematoencefálica (Gomes, 1999). Además, la 
COMT está implicada en el catabolismo de la propia dopamina, catalizando 
la transferencia de un grupo metilo desde su cofactor S-adenosil-L-metionina 
(SAM) a los sustratos que contienen la unidad catecol (Axelrod y cols, 1958). 
No es de extrañar por tanto que la inhibición de la actividad de la COMT 
se haya convertido en un nuevo objetivo en el tratamiento de la EP y que se 
esté dedicando un gran esfuerzo investigador en el desarrollo de inhibidores 
de la COMT para su utilización en una terapia combinada junto a L-DOPA y un 
inhibidor de la AAD (Bonifacio, 2007).  
 
2.9.1. Nitrocatecoles como inhibidores de la COMT 
De hecho, dos compañías farmacéuticas, Hoffman LaRoche y Orion 
Pharma, comenzaron en los años 80, de forma independiente, a desarrollar 
estos inhibidores para su uso clínico. Se ensayaron miles de compuestos 
(Männistö, 1988; Borgulya, 1989) y, a finales de los años 90, registraron e 
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introdujeron en el mercado dos nuevos inhibidores de la COMT: tolcapona (47) 
(Hoffman LaRoche) y entacapona (48) (Orion Pharma) (Gordin, 2004) 
(Esquema 2.14). Ambos compuestos tienen un rasgo estructural común: 
presentan una unidad de nitrocatecol en su estructura, el cual, ha mostrado 
ser esencial para su actividad. Así, se ha demostrado que, mediante la 
utilización de un inhibidor de la COMT, se aumenta la biodisponibilidad de la L-
DOPA hasta en un 60% (Sedek, 1997). 
 
Esquema 2.14 
Estructuras químicas de tolcapona (47) y entacapona (48) 
 
 
Farmacológicamente, la tolcapona se diferencia de la entacapona en 
que la primera presenta una actividad inhibidora de la COMT indiscriminada, 
tanto central como periférica, mientras que la entacapona es un inhibidor 
periférico selectivo. En ambas moléculas, el grupo nitro actúa estabilizando el 
complejo formado por la enzima y el inhibidor, además de reducir el carácter 
nucleófilo del grupo hidroxilo del catecol susceptible a la metilación (Männistö 
y Kaakkola, 1999).  
Aunque ambos compuestos se han hecho un sólido hueco en la clínica 
para el tratamiento adyuvante con L-DOPA, la tolcapona se asoció a 
hepatotoxicidad (Assal y cols., 1998; Colissimo y cols., 1999). Habida cuenta de 
las limitaciones de este compuesto en su uso clínico, fue de especial interés 
demostrar la seguridad de la entacapona. Aunque no mostró actividad 
citotóxica, su baja lipofilia dificulta su paso a través de membranas (Forsberg y 
cols., 2005). Por otra parte, la entacapona presenta una baja vida media in 
vivo (Keranen y cols., 1994), lo que supone tratamientos en los pacientes con 
dosis altas y repetidas.  Asimismo, la eficacia clínica de este compuesto ha sido 
recientemente cuestionada (Parashos y cols., 2004), siendo este aspecto 
decisivo para el cese de su utilización en la clínica. 
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Por ello, numerosas investigaciones han concentrado su interés en obtener 
nuevos inhibidores de la COMT con perfil y vida media adecuados (Bäckström 
y cols., 2002; Pystynen y cols., 2002; Learmonth y cols., 2005; Learmonth y cols., 
2007; Ahlamark y cols., 2007; Kiss y cols., 2010). Así, Learmonth y cols., (2005) 
sintetizaron una serie de compuestos con estructuras análogas a las anteriores. 
Estos compuestos nombrados BIA 3-202 (Learmonth y cols., 2002) y BIA 3-335 
(Learmonth y cols, 2004) han resultado ser potentes inhibidores de larga 
duración y altamente selectivos de la actividad COMT periférica (Learmonth y 
cols., 2004). Además, a través de estudios de relación estructura-actividad 
(REA) y modelización molecular han evidenciado la gran influencia y 
selectividad que la longitud de la cadena lateral puede ejercer sobre la 
actividad de la enzima. De esta forma, concluyen que, aunque la unidad 
nitrocatecol es la responsable del anclaje del inhibidor al sitio activo de la 
enzima, se deben considerar las posibles influencias de la cadena lateral, ya 
que éstas podrían modular las propiedades fisicoquímicas y, en definitiva, la 
actividad de la molécula (Nissinen, 2010). 
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En base a los antecedentes descritos con anterioridad sobre el HTy y sus 
derivados y teniendo en cuenta la actividad inhibidora de la COMT asociada 
a diversos nitrocatecoles en uso hoy día en la terapia combinada para el 
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP), se planteó la síntesis de 
nitrocompuestos derivados de HTy, obtenido a partir de los residuos de la 
industria olivarera, con el fin de valorar su potencial terapéutico contra 
enfermedades neurodegenerativas.  
Por ello, el objetivo global de este trabajo de investigación ha consistido en 
la preparación de nuevos compuestos lipofílicos nitroderivados de HTy y la 
evaluación de su capacidad antioxidante in vitro, biodisponibilidad, 
metabolismo y actividad neuroprotectora en modelos experimentales de daño 
cerebral y enfermedad de Parkinson. Este objetivo general se concreta en los 
siguientes objetivos específicos: 
1.  Preparación de nuevos ésteres y éteres lipofílicos nitroderivados de HTy y 
determinación estructural de los mismos. 
2.  Evaluación de la capacidad antioxidante in vitro de los ésteres y éteres 
nitroderivados de HTy sintetizados. 
3. Estudio de la biodisponibilidad y metabolismo de nitrohidroxitirosol 
(NO2HTy), acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A) y etil éter de 
nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E) en líneas celulares Caco-2 y HepG2, como 
modelos de absorción intestinal y hepática humano, respectivamente.  
4. Evaluación de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de NO2HTy, 
NO2HTy-A y NO2HTy-E en modelos experimentales de daño cerebral. 
5. Estudio preclínico de la capacidad inhibidora de NO2HTy, NO2HTy-A y 
NO2HTy- E sobre la actividad de la enzima COMT.  
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4.1. Síntesis y determinación estructural de las nuevas sustancias 
4.1.1. Aparatos y procedimientos analíticos generales utilizados 
Los instrumentos utilizados han sido los siguientes: 
 Liofilizador Virtis Mod. BT 4K ZL. 
 Equipos para la determinación del punto de fusión, Gallenkamp y SMP10 
Melting Point. 
 Espectrofotómetro de resonancia magnética nuclear (RMN) Bruker 
Avance-500 operando a 500,13 MHz (1H) y 125,75 MHz (13C). Los 
desplazamientos químicos () se expresan en partes por millón (ppm) 
con las señales residuales del disolvente a 2,49 ppm (1H) y 39,5 ppm (13C) 
en el caso de dimetilsulfóxido hexadeuterado (DMSO-d6) como 
referencias. Los espectros se han registrado a 303K y se han obtenido 
tanto espectros monodimensionales (1H, 13C) como bidimensionales 
(COSY, NOESY, HSQC, HMBC) para la asignación de las señales 
observadas. 
 Espectrómetro de masas (EM) Micromass AUTOSPECQ, de baja y alta 
resolución equipado con fuente de ionización química (CI) o ionización 
mediante bombardeo con átomos acelerados (FAB), para la 
determinación de los pesos moleculares y fórmulas moleculares. 
 Cromatografía en capa fina (ccf): esta técnica se ha utilizado como 
método analítico cualitativo, empleando cromatofolios de aluminio 
(Merck, 60 F254) de un espesor de capa de 0,20 mm. Los reveladores 
usados fueron: luz ultravioleta de 254 nm y una disolución etanólica de 
ácido fosfomolíbdico. En este último caso el revelado se ha realizado 
por inmersión de la placa en el revelador y posterior calentamiento en 
placa calefactora durante 1-2 minutos. 
 Cromatografía en columna: este procedimiento se ha utilizado con fines 
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preparativos. El soporte empleado ha sido gel de sílice 60 (Merck) 
usando la técnica conocida como “flash chromatography”. El eluyente 
empleado se indica en cada caso. Las fracciones colectadas se 
analizaron por ccf. 
 
4.1.2. Sustancias comerciales empleadas 
Las sustancias comerciales usadas han sido las siguientes: 
 Acetato de etilo (Panreac) 
 Acetona (Sigma-Aldrich) 
 Ácido clorhídrico (Panreac) 
 Ácido fosfomolíbdico (Fluka) 
 Ácido p-toluenosulfónico (pTsOH) (Sigma) 
 Bromuro de bencilo (Fluka) 
 Butanoato de metilo (Aldrich) 
 Carbonato de potasio (Aldrich) 
 Decanoato de metilo (Aldrich) 
 Dimetil sulfóxido (DMSO) (Panreac) 
 Dimetil sulfóxido hexadeuterado (DMSO-d6) (Aldrich) 
 Hexanoato de metilo (Aldrich) 
 Hidróxido de potasio (Fluka) 
 Laurato de metilo (Aldrich) 
 Miristato de metilo (Aldrich) 
 Nitrito de sodio (Riedel-de Haën) 
 Octanoato de metilo (Aldrich) 
 Paladio sobre carbón (C-Pd) (Aldrich) 
 Palmitato de metilo (Aldrich) 
 Sulfato de sodio anhidro (Panreac) 
 Tetrahidrofurano (THF) (Scharlau) 
 Yoduros de metilo, etilo, butilo, hexilo y octilo (Sigma-Aldrich) 
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4.1.3. Aislamiento y purificación de hidroxitirosol (HTy) a partir de alperujo 
El aislamiento del HTy (2) a partir de los residuos derivados 
de las aguas residuales procedentes del prensado de las 
aceitunas ha sido realizado mediante un procedimiento 
patentado por Fernández-Bolaños y cols. (2005). Brevemente, este 
procedimiento consiste en: 
1) Un tratamiento previo del alperujo al vapor, por inyección de vapor de 
agua a presión durante un corto período de tiempo. De esta forma se 
consigue la solubilización del HTy y de otros muchos compuestos solubles en 
agua presentes en el alperujo. 
2) Un sistema cromatográfico en dos fases, utilizándose en la primera 
columna una resina de intercambio iónico en ciertas condiciones, que permite 
la purificación parcial del HTy sin que éste sufra alteración alguna, tras su 
elución simplemente con agua, obteniéndose una disolución que contiene al 
menos el 85% del HTy contenido en la disolución introducida en la columna. La 
segunda columna se realiza utilizando una resina adsorbente polimérica XAD 
que permite la purificación total del HTy procedente de la etapa anterior, tras 
eluir con una mezcla de metanol o etanol/agua (30:70), obteniéndose una 
disolución que contiene al menos el 75% del HTy contenido en la fuente de HTy 
introducida en la primera etapa. 
La disolución hidroalcohólica así obtenida fue amablemente suministrada 
por el grupo del Dr. Fernández-Bolaños con una pureza de entre el 85 y 96%. 
Para su posterior purificación se procedió según se describe a continuación:  
Se liofilizó hasta sequedad empleándose para ello un equipo liofilizador 
Virtis y obteniéndose un residuo crudo con 3,5 g de HTy por litro. Este residuo 
crudo se cromatografió en columna usando como eluyente una mezcla de t-
butilmetil éter/hexano (inicialmente 1:1 y después 2:1) para rendir el HTy 
completamente puro. 
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4.1.4. Reacción de nitración. Procedimiento general 
La síntesis de nitrohidroxitirosol (49) se llevó a cabo según el 
procedimiento sintético descrito por Napolitano y cols. 
(2004), con algunas modificaciones. 154 mg de HTy (2, 1 
mmol) se adicionaron a 200 mL de tampón acetato 0,1 M (pH 3,8) seguido de 
138 mg de nitrito de sodio (2 mmol). Tras 30 minutos de agitación a 
temperatura ambiente, la mezcla fue extraída con acetato de etilo (6 x 50 mL) 
y el residuo orgánico secado con sulfato de sodio anhidro y llevado a 
sequedad hasta lograr un producto amarillo (180 mg). El residuo resultante fue 
purificado por columna cromatográfica (acetato de etilo/hexano 3:1) 
obteniéndose 160,2 mg de nitrohidroxitirosol puro (49) como un sólido amarillo 
con rendimiento medio del 80,5%. P.f.: 197ºC (desc.); 1H-RMN (500 MHz, DMSO-
d6) δ ppm 10,05 (bs, 2H, OH’s fenólicos), 7,43 (s, 1H, H7), 6,75 (s, 1H, H4), 4,65 (bs, 
1H, OH alcohólico), 3,56 (t, J=6,8 Hz, 2H, H1), 2,90 (t, 2H, H2); 13C-RMN (125 MHz, 
DMSO-d6) δ ppm 150,9 (C5), 143,7 (C6), 139,7 (C8), 127,8 (C3), 118,5 (C4), 112,0 
(C7), 61,0 (C1), 36,0 (C2); MS-HR (CI), m/z calculado para C8H10NO5 [M+H]+ 
200,0559. Encontrado: 200,0566 (3,5 ppm). 
 
4.1.5. Síntesis de las nuevas sustancias 
4.1.5.1. Obtención de ésteres de nitrohidroxitirosilo. Procedimiento general 
Una mezcla de nitrohidroxitirosol (49, 199 mg, 1 mmol) en el 
correspondiente metil o etil éster (acetato, butanoato, hexanoato, octanoato, 
decanoato, laurato, miristato o palmitato) (8 mL) y THF (8 mL) en presencia de 
ácido p-toluenosulfónico (10 mg) se calentó a 60-65ºC durante el tiempo 
necesario (24-60h), hasta completar la reacción según la confirmación del 
análisis por ccf. El disolvente fue evaporado y el residuo resultante fue 
purificado por columna cromatográfica (hexano/éter dietílico en diversas 
proporciones) obteniéndose el correspondiente derivado acílico de 
nitrohidroxitirosol puro.  
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4.1.5.2. Síntesis de los éteres alquílicos de nitrohidroxitirosilo 
Los éteres de HTy, sustratos necesarios para la posterior introducción del 
grupo nitro, se han obtenido mediante un esquema sintético conocido 
(Madrona y cols., 2009), que implica tres etapas: 
4.1.5.2.1.  Protección de los OH fenólicos. Reacción de dibencilación de HTy 
Una disolución de HTy (2, 154 mg, 1 mmol) en acetona 
seca (20 mL) se hizo reaccionar con bromuro de bencilo 
(2,2 mmoles) en presencia de carbonato potásico (2 
mmoles) a reflujo durante 24 horas. La suspensión obtenida se filtró, evaporó y 
el producto obtenido se purificó mediante cromatografía en columna de gel 
de sílice utilizando como eluyente una mezcla de t-butilmetil éter/hexano 1:2. 
Se obtuvo el derivado dibencilado de HTy puro (26) como un sólido blanco 
con rendimiento medio del 67%. P.f.: 55-57ºC. Los datos espectroscópicos están 
de acuerdo con los recogidos en la bibliografía (Hamada y cols., 1985). 
4.1.5.2.2. Reacción de alquilación 
Una disolución del dibencil derivado de HTy (26, 334 mg, 1 mmol) en DMSO 
(15 mL) se hizo reaccionar con el ioduro de alquilo correspondiente (3 mmoles) 
en presencia de hidróxido de potasio recién pulverizado (336 mg, 6 mmoles). 
La mezcla se mantuvo en agitación magnética a temperatura ambiente 
durante el tiempo necesario (aproximadamente 4 horas) confirmando que la 
reacción transcurrió completamente mediante ccf. La mezcla de reacción se 
procesó de la siguiente forma: se aciduló con disolución 3M de HCl (25 mL), y 
se extrajo con cloroformo (3  25 mL). Los extractos orgánicos recolectados se 
lavaron con una disolución al 2% de hidrógeno sulfito sódico (2  25 mL) y agua 
destilada (25 mL). Finalmente, se secaron, filtraron y evaporaron. El producto 
final fue purificado en cada caso mediante cromatografía en columna. De 
esta forma se prepararon los compuestos (27-31) (Madrona y cols., 2009). 
4.1.5.2.3. Reacción de hidrogenolisis 
El correspondiente éter protegido (27-31, 1mmol) se disolvió en THF 
destilado (20 mL) y se añadió un 10% (p/p) de carbón-paladio (C-Pd) como 
catalizador. La mezcla se hidrogenó a una presión de 4 bar con agitación 
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magnética a temperatura ambiente durante 24 horas. El final de la reacción se 
confirmó mediante ccf. Se filtró y lavó el catalizador a través de celita, se 
evaporó el disolvente a vacío y el producto obtenido se purificó mediante 
cromatografía en columna de gel de sílice. De acuerdo a este procedimiento 
se obtuvieron finalmente los diferentes éteres de hidroxitirosilo (36-40) (Madrona 
y cols., 2009), sustratos necesarios para la etapa final de nitración. 
4.1.5.2.4. Reacción de nitración de los éteres de hidroxitirosilo 
La nitración de los éteres de HTy fue llevada a cabo siguiendo el 
procedimiento general de nitración descrito en el apartado 4.1.4.  
 
4.2. Estimación de la capacidad antioxidante in vitro 
La capacidad antioxidante de todos los compuestos fenólicos puros en 
disolución sintetizados (serie acílica y alquílica) se determinó mediante los 
métodos FRAP, ABTS y ORAC. 
 
4.2.1. Capacidad reductora (Método FRAP) 
El ensayo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se empleó para medir 
la capacidad reductora de los compuestos fenólicos por espectrofotometría 
mediante el método de Benzie y Strain (Benzie y Strain, 1996) con algunas 
modificaciones (Pulido y cols., 2000). Este método se basa en el aumento de la 
absorbancia del complejo tripiridiltriazina TPTZ-Fe (III) en presencia de agentes 
antioxidantes. A pH bajo, el complejo formado por (TPTZ) y Fe (III) es reducido 
por los antioxidantes a su forma ferrosa Fe (II), desarrollando un intenso color 
azul con una absorción máxima a 595 nm (pH 3,6; 37ºC).  
Se prepararon concentraciones conocidas de antioxidante utilizando 
como disolvente metanol. En la cubeta del espectrofotómetro se mezclaron 
900 L de reactivo FRAP con 90 L de agua destilada y 30 l de muestra. El 
reactivo FRAP que se preparó diariamente, contenía 25 mL de tampón 
acetato 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ 10 mM en HCl 40 mM y 2,5 mL de 
tricloruro de hierro hexahidratado 20 mM. Se leyeron las absorbancias durante 
4. Materiales y Métodos 
57 
 
32 min cada 20 s a 595 nm y a una temperatura de 37 ºC en un 
espectrofotómetro UV-Visible (Cary 50 BIO) con baño termostatizado. 
Paralelamente se efectuó un blanco mediante la mezcla en la cubeta de 
reacción de 900 L de reactivo FRAP con 90 L de agua destilada y 30 L de 
disolvente metanol.  
Los valores de absorbancia que se tuvieron en cuenta para llevar a cabo 
la determinación cuantitativa fueron los correspondientes a tiempo 30 min, 
siempre considerando la carencia de 20 s que existe entre las distintas cubetas 
de análisis.  
Para calcular la capacidad reductora de una muestra, se tomó como 
referencia la recta de calibrado calculada para el patrón de Trolox entre 50 y 
1000 M en metanol. Los resultados se expresaron como Capacidad 
Antioxidante en Equivalentes de ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
ácido carboxílico (Trolox) (TEAC, mM) que se define como la concentración de 
antioxidante equivalente a la actividad mostrada por 1 mM de Trolox. Cada 
determinación se realizó por triplicado. 
 
4.2.2. Capacidad de secuestro de radicales libres 
4.2.2.1. Método ABTS 
La capacidad de secuestro de radicales libres (free radical scavenging 
capacity) se determinó espectrofotométricamente por el método de 
decoloración de Re y cols., (1999), conocido por ABTS. Se basa en la 
disminución de la absorbancia a 730 nm y 30 ºC del catión radical, ácido 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) (ABTS+), un cromóforo verde-azulado 
que interacciona con especies donantes de hidrógeno o de electrones 
perdiendo color proporcionalmente. Se preparó una disolución 7mM del 
catión radical ABTS+ en frasco topacio, mediante la oxidación de 38,6 mg de 
ABTS en 10 mL de persulfato potásico 2,45 mM, en ausencia de luz y bajo 
agitación durante 12-16 h. El catión radical de ABTS+ generado se diluyó con 
metanol hasta obtener una absorbancia 0,70  0,02 a 730 nm y se mantuvo a 
30 ºC. Finalmente, se mezcló 3,9 mL de ABTS+ con 0,1 mL de muestra problema 
disuelta en metanol en la cubeta de reacción. Las muestras fueron agitadas 
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por inversión y se leyeron las absorbancias cada 20 s a 730 nm durante 6 min 
en un espectrofotómetro UV-Visible (Cary 50 BIO) con baño termostatizado. 
Cada determinación se realizó por triplicado.  
Paralelamente se efectuó un blanco mediante la mezcla en la cubeta de 
reacción de 3,9 mL de ABTS+ y 0,1 mL de disolvente metanol. Se representó 
gráficamente el porcentaje de reducción del radical ABTS+ en función del 
tiempo y se obtuvo la función de la curva que se ajustó a la siguiente 
ecuación: y = a + bx0,5; donde “y” es el porcentaje de inhibición y “x” es el 
tiempo correspondiente a ese valor de porcentaje de inhibición. A 
continuación se calculó el área bajo la curva (ABC) entre 0 y 360 s mediante la 
correspondiente integral limitada.  
Los resultados se expresaron como concentración antioxidante 
equivalente de Trolox (TEAC, mM). Para ello se realizó una recta de calibrado 
de Trolox en un rango de concentraciones conocido, comprendido entre 0,05 
y 0,8 mM disuelto en metanol.  
4.2.2.2. Método ORAC (adaptación para compuestos lipofílicos) 
La capacidad de secuestro de radicales libres fue determinada mediante 
el ensayo ORAC (Oxygen Radical Scavenging Capacity) (Huang y cols., 2002). 
Esta técnica se basa en la pérdida de fluorescencia de una sustancia de 
referencia (fluoresceína) tras la adición de un radical peroxilo, 2,2’-azobis(2-
amidino-propano) diclorhidrato (AAPH), que actúa como iniciador de la 
reacción oxidativa. En presencia de un antioxidante, esta pérdida de 
fluorescencia es menor cuanto más capacidad antioxidante tenga el 
compuesto a evaluar.  
Primeramente, se prepararon concentraciones conocidas de los 
antioxidantes de estudio en una disolución al 7% de β-ciclodextrina metilada 
randomizada (RMCD) en mezcla acetona/agua (1:1, v/v).  Asimismo, se realizó 
una recta de calibrado de Trolox en un rango de concentraciones 
comprendido entre 6,25 y 100 μM de Trolox en las mismas condiciones de 
disolución que las muestras problema. A continuación, se procedió a la 
preparación de la placa de 96 pocillos de color negro y fondo plano según se 
detalla en la tabla 4.1. 
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Tabla 4.1 
Placa de 96 pocillos que incluye la recta de calibrado de Trolox en un rango de  
concentraciones 6,25-100 M, el blanco (B) y las diferentes muestras (M) 
 
Trolox 
6,25µM  
Trolox 
25µM 
Trolox 
75µM 
M 1 M3 M5 M7 M 9 M 11 M 13 M 15 B 
Trolox 
6,25µM 
Trolox 
25µM 
Trolox 
75µM 
M 1 M 3 M 5 M 7 M 9 M 11 M 13 M 15 B 
Trolox 
6,25µM 
Trolox 
25µM 
Trolox 
75µM 
M 1 M 3 M 5 M 7 M 9 M 11 M 13 M 15 B 
Trolox 
6,25µM 
Trolox 
25µM 
Trolox 
75µM 
M 1 M 3 M 5 M 7 M 9 M 11 M 13 M 15 B 
Trolox 
12,5µM 
Trolox 
50µM 
Trolox 
100µM 
M 2 M 4 M 6 M 8 M 10 M 12 M 14 M 16 B 
Trolox 
12,5µM 
Trolox 
50µM 
Trolox 
100µM 
M 2 M 4 M 6 M 8 M 10 M 12 M 14 M 16 B 
Trolox 
12,5µM 
Trolox 
50µM 
Trolox 
100µM 
M 2 M 4 M 6 M 8 M 10 M 12 M 14 M 16 B 
Trolox 
12,5µM  
Trolox 
50µM 
Trolox 
100µM 
M 2 M 4 M 6 M 8 M 10 M 12 M 14 M 16 B 
 
En cada pocillo se añadieron 150 μL de fluoresceína de concentración 8,5 
x 10-5 mM en tampón fosfato 75 mM (pH 7,4) y 25 μL de Trolox o muestra a 
evaluar. El blanco se preparó con 150 μL de fluoresceína y 25 μL de la 
disolución acetona/agua (1:1, v/v) al 7% de RMCD. La placa así preparada se 
introdujo en el lector de multiplacas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA) previamente 
acondicionado a 37 ºC. Seguidamente, se adicionó 30 μL de radical AAPH de 
concentración 153 mM preparado en tampón fosfato 75 mM a pH 7,4 a cada 
pocillo para dar comienzo la reacción. Las lecturas se realizaron cada 2 min 
durante 120 min a una longitud de onda de excitación de 485 nm y de emisión 
de 528 nm. Cada determinación se realizó por cuadruplicado.  
Al cabo de 120 min y finalizada la cinética se recogieron los valores 
resultantes del cálculo del área bajo la curva entre 0 y 120 min para cada 
concentración y se corrigieron con aquella obtenida para el blanco. 
Los resultados se expresaron como concentración antioxidante 
equivalente de Trolox (TEAC, mM).  
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4.2.3. Análisis estadístico de los resultados  
4.2.3.1. Características muestrales 
Los datos se presentan como la media ± desviación estándar de n 
determinaciones donde la n se especifica en cada experimento. 
4.2.3.2. Análisis estadístico  
El análisis estadístico de los resultados se realizó con el programa 
estadístico SPSS (versión 20.0, SPSS, Inc., IBM Company). 
Para valorar las diferencias entre las medias de los distintos compuestos 
observados en cada experimento se utilizó el análisis de la varianza de una vía 
(ANOVA), considerando un nivel de significación de p<0,05. Previamente se 
aplicó el test de Levene para determinar la homogeneidad de la varianza de 
los datos obtenidos. 
 
4.3. Evaluación de la biodisponibilidad a nivel intestinal y hepático 
Los compuestos seleccionados para evaluar la biodisponibilidad a nivel 
intestinal y hepático fueron los siguientes: nitrohidroxitirosol (NO2HTy), acetato 
de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A), éter etílico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E). 
 
4.3.1. Transporte y metabolismo a nivel intestinal 
Para realizar el estudio de biodisponibilidad y metabolismo de los 
compuestos objeto de estudio se seleccionó la línea celular humana Caco-2 
(células de epitelio intestinal humano) como modelo experimental in vitro. Esta 
línea celular ha sido reconocida por la Food and Drug Administration de 
Estados Unidos (US, FDA, 2000) como modelo experimental para abordar 
estudios de metabolismo debido a sus características de permeabilidad y 
transporte de fármacos a través de la mucosa intestinal. Las células Caco-2 
fueron suministradas por la Colección Europea de Cultivos Celulares (ECACC) 
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a través del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de 
Granada con un número de pase comprendido entre 48 y 52.  
4.3.1.1. Establecimiento del cultivo celular 
El manejo de las células de carcinoma de colon humano (Caco-2) se llevó 
a cabo en una campana de flujo laminar en condiciones extremas de 
esterilidad. Las células se mantuvieron en placas de cultivo de 100 mm de 
diámetro con medio de cultivo Dulbecco Modified Eagle´s Medium (DMEM-
21063), sin rojo fenol, suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) 
inactivado térmicamente (45 min a 56ºC), 1% (v/v) de aminoácidos no 
esenciales (NEAA), 10.000 U/mL de penicilina y 1000 μg/mL de estreptomicina. 
El medio de cultivo se renovaba cada 2 días y las células se mantenían en 
atmosfera humidificada con 5% CO2 y 95% de aire a 37 ºC.  
Para la obtención de la monocapa celular de epitelio intestinal, las células 
se sembraron en cámaras bicamerales de 6 pocillos (Transwell Inserts, Corning 
Costar, NY) de 24 mm de diámetro del inserto, 4,67 cm2 de superficie y 0,4 μm 
de tamaño de poro. Las células se sembraron a una densidad de 400.000 
células por cm2 adicionando 2 mL de medio en el compartimento basal y 2 mL 
en el apical. Las células alcanzaban la confluencia a las 48 h y a partir de ese 
momento comenzaba el proceso espontáneo de diferenciación que se 
estabilizaba a partir del día 21 posterior a la siembra. La monocapa 
diferenciada formaba un sistema de dos compartimentos, uno apical (Ap), 
que correspondía al lumen intestinal in vivo, y otro basolateral (BL), que 
correspondía al espacio intersticial en contacto con los capilares sanguíneos. 
Ambos se encontraban separados por el filtro que contenía la monocapa, tal y 
como se esquematiza en la Figura 4.1. 
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Figura 4.1 
Sistema de placa bicameral (Transwell) utilizado en los estudios in vitro  
de transporte y metabolismo de compuestos fenólicos 
 
 
El seguimiento de la formación de la monocapa celular se realizó a través 
de la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y del test Rojo 
Fenol. 
4.3.1.1.1. Determinación de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) 
La monitorización de la TEER (Ω cm2) es un indicador de la confluencia 
celular y de la integridad de la monocapa de las células cultivadas en las 
membranas microporosas. La TEER se determina con un voltímetro Millicell-ERS 
(Millipore Ltd., Watford, UK) que mide la resistencia de la monocapa en el lado 
apical de los insertos al paso de la corriente eléctrica. 
Los valores de TEER se calcularon aplicando la siguiente fórmula: 
TEERmonocapa (Ω cm2)= (Ωmuestra - Ωblanco) x 4,67cm2 
 
Donde:  Ωmuestra  Medida de la resistencia de un pocillo con células (ohmios) 
 Ωblanco  Medida de la resistencia de un pocillo sin células o blanco (ohmios) 
 4,67 cm2  Superficie de la membrana sobre la que crecen las células 
4.3.1.1.2. Prueba del Rojo Fenol 
La prueba del Rojo Fenol cuantifica el paso del colorante 
fenolsulfonftaleína (PSP) (Rojo Fenol) (Invitrogen, Paisley, U.K.) a través de la 
monocapa de células Caco-2, siendo la transferencia del mismo inversamente 
proporcional a la integridad de la monocapa.  
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Así, se añadió 100 μM de PSP disuelto en medio DMEM-21063 sin suero al 
compartimento apical o basolateral mientras que en el lado contrario se 
completó con medio DMEM sin suero y colorante. Se mantuvieron las células 
en incubación durante 60 min a 37 ºC en atmósfera controlada y al cabo de 
ese tiempo se determinó la absorbancia a 479 nm para cuantificar el 
contenido de colorante PSP en cada compartimento. Valores inferiores al 0,1% 
de colorante en el compartimento contrario al de incubación del colorante 
indicó un estado óptimo de la monocapa siendo adecuada para su uso en los 
experimentos de transporte y metabolismo. 
Una vez transcurridos los 21 días y tras comprobar la integridad de la 
monocapa se procedió al desarrollo del experimento de transporte y 
metabolismo celular. Para ello, el día anterior del experimento, se retiró el 
medio de cultivo se lavó cada pocillo con tampón fosfato salino (PBS) y se 
cambió el medio de cultivo a medio sin suero para prevenir posibles 
interferencias con los componentes del suero. 
4.3.1.2. Evaluación del metabolismo en células Caco-2 
Los compuestos fenólicos objeto de estudio se añadieron al 
compartimento apical (2 mL) a una concentración final de 100 μM (0,1% 
DMSO) disueltos en medio DMEM-21063 sin suero y 300 μM de ácido ascórbico 
como protector antioxidante. De igual forma, se adicionó 2 mL de medio 
DMEM-21063 sin suero con 300 μM de ácido ascórbico al compartimento 
basolateral. Como referencia se incubaron las células que servirán de control 
en las mismas condiciones (medio DMEM-21063 sin suero con 0,1% DMSO y 300 
μM de ácido ascórbico) a excepción de los compuestos fenólicos. La células 
control y tratadas se incubaron durante 1, 2 y 4 h a 37 ºC en atmósfera 
controlada de 5% CO2 y 95% de aire.  
Transcurridos los tiempos de incubación, se recogieron los medios 
presentes en los compartimentos apical y basolateral para su posterior 
almacenamiento a -20 ºC hasta su análisis por cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC) y cromatografía líquida acoplada a detector de 
espectrometría de masas (LC-MS).  
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Por otro lado, se lavaron las células dos veces con PBS, se recogieron 
mediante raspado y se centrifugaron a 1250 rpm durante 5 min a 4 ºC. El pellet 
resultante se resuspendió en 200 μL de PBS y se sonicó durante 10 min a 
temperatura ambiente para romper las membranas celulares y liberar los 
posibles metabolitos presentes en el interior de las células. Finalmente, y tras 
centrifugar las suspensiones celulares a 7000 rpm durante 10 min a 4 ºC, el 
sobrenadante se transfirió a un eppendorf y se congeló a -20 ºC hasta su 
análisis por HPLC y LC-MS. Cada condición se llevó a cabo por sextuplicado. 
4.3.1.3. Evaluación del transporte en células Caco-2 
Para estudiar el transporte de los compuestos fenólicos en este modelo 
celular, se evaluó el sentido predominante de transferencia a través de la 
monocapa Caco-2 (apical a basolaterol o basolateral a apical). Para ello, el 
transporte apical → basolateral se estudió mediante la adición de la solución 
fenólica disuelta en DMEM-21063 con 0,1% DMSO y 300 M de ácido ascórbico 
en el compartimento apical, mientras que el transporte basolateral → apical se 
evaluó mediante la adición de la solución fenólica en el compartimento 
basolateral. Siempre se tomaron como referencia células tratadas con DMEM-
21063 que contenían 0,1% de DMSO y 300 μM de ácido ascórbico. Al cabo de 
1, 2 y 4 h de incubación, se recogieron los medios y se almacenaron a -20 ºC. 
Cada condición se ensayó por sextuplicado. 
Se determinó el coeficiente de permeabilidad aparente (Papp, cm/s) en 
ambas direcciones, tras 1 h de incubación de los compuestos con las células 
Caco-2 siguiendo la ecuación: 
0CA
V
dt
dQ
Papp R

  
 
 
Donde:  
dt
dQ
 Velocidad de permeabilidad hacia el compartimento receptor (μM/s)  
 
 VR  Volumen del compartimento receptor (2 cm3)  
 
 A  Área de la superficie de la membrana del Transwell (4,67 cm2)  
 
 C0  Concentración inicial en el compartimento donador (M) 
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Además, calculando el cociente entre el PappAP-BL (sentido apical-
basolateral) y el PappBL-AP (sentido basolateral-apical) se obtuvo el parámetro 
denominado índice de absorción (IA) (PappAP-BL/PappBL-AP), que indicó el 
sentido preferente de transferencia a través de la monocapa por los 
compuestos fenólicos. Valores superiores a 1,0 indicaba un transporte 
mayoritariamente hacia la sangre portal mientras que valores inferiores a 1,0 
indicaba un transporte de eflujo o hacia el lumen.  
 
4.3.2. Biodisponibilidad y metabolismo a nivel hepático 
El estudio de biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fenólicos 
objeto de estudio a nivel hepático se llevó a cabo en la línea de hepatoma 
humano HepG2 amablemente cedida por la Dra. Paloma Martín-Sanz del 
Centro de Investigaciones Biológicas (CIB-CSIC). Esta línea celular es 
considerada uno de los modelos experimentales más fiables que reproduce al 
hepatocito humano en cultivo. 
4.3.2.1. Establecimiento del cultivo celular 
La manipulación de las células HepG2 se llevó a cabo en una campana 
de flujo laminar bajo condiciones de máxima esterilidad. Las células hepáticas 
HepG2 crecieron en placas de 100 mm de diámetro con 8 mL de medio DMEM 
F-12 suplementado con 2,5% de Suero Bovino Fetal (FBS) además de la mezcla 
de antibióticos compuesta por 100 mg/L de penicilina, gentamicina y 
estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37 ºC y atmósfera controlada con 
el 5% de CO2 y 95% de aire en un incubador. El medio de cultivo se renovaba 
cada dos días. 
4.3.2.2. Evaluación del metabolismo en células HepG2 
Las células HepG2 se sembraban en placas de 60 mm y se dejaban crecer 
hasta que alcanzaban el 80% de confluencia, equivalente a una 
concentración de células por plato entre 2,5-3 x 106. Los platos con esta 
confluencia de células se incubaban durante 2 y 18 h con medio DMEM F-12 
libre de suero suplementado con la misma mezcla de antibióticos e 
implementado con los compuestos fenólicos a estudiar a una concentración 
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de 100 μM (0,1% DMSO) y 300 μM de ácido ascórbico, a un volumen final 3 mL. 
Cada condición se llevó a cabo por sextuplicado. Paralelamente se realizó un 
blanco con células incubadas con medio DMEM F-12 sin suero y 300 μM de 
ácido ascórbico. Transcurrido los tiempos de incubación, se recogió el medio 
de cultivo de cada plato y se guardó a -20 ºC hasta su análisis por HPLC y LC-
MS. Por otro lado, las células HepG2 se lavaron dos veces con PBS y se 
recogieron mediante raspado. Las células correspondientes a una misma 
condición experimental se juntaron en un eppendorf, se centrifugaron a 1250 
rpm durante 5 min a 4 ºC, se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió 
en 200 μL PBS. A continuación, las células se sonicaron durante 7 min a 
temperatura ambiente para romper las membranas celulares y liberar los 
posibles fenoles y metabolitos presentes en el interior de la células, y se 
centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 4 ºC, recogiendo el sobrenadante 
que se guardó a -20 ºC hasta su posterior análisis por HPLC y LC-MS. El proceso 
descrito se esquematiza a continuación en la Figura 4.2.  
 
Figura 4.2 
Procedimiento empleado para el estudio del metabolismo  
de nitroderivados de hidroxitirosol en células HepG2 
 
4.3.3. Identificación de metabolitos 
Para la identificación de los metabolitos formados como consecuencia de 
la metabolización de los compuestos fenólicos tanto por las células intestinales 
(Caco-2) como hepáticas (HepG2) se utilizaron los siguientes procedimientos: 
reacciones de hidrólisis enzimática de los metabolitos con las enzimas β-
glucuronidasa/sulfatasa; reacciones de conjugación in vitro de estándares 
puros y análisis por HPLC y LC-MS. 
4.3.3.1. Reacción de hidrólisis enzimática  
Las fracciones de medio de cultivo procedentes de la incubación de los 
compuestos fenólicos con las células Caco-2 y HepG2 se trataron con la 
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mezcla -glucuronidasa/sulfatasa (Manach y cols., 1997) para hidrolizar 
enzimáticamente los posibles metabolitos formados. 
Para ello, 200 l de medio de cultivo procedente de la incubación de 
compuestos fenólicos con células Caco-2 o HepG2 se incubó con 20 μL de 
ácido acético 0,58 N y 16 l de β-glucuronidasa/sulfatasa (equivalente a 5 x 
106 U/L de -glucuronidasa y 2,5 x 105 U/L de sulfatasa, Sigma G0876). La 
mezcla se mantuvo en agitación moderada en un baño termostatizado a 37 
ºC durante 2 h. Paralelamente se desarrollaron tres blancos; el primero 
contenía 200 l de la muestra a tratar con metabolitos y ácido acético sin la 
enzima, el segundo presentó 200 l de agua con ácido acético y la enzima y 
el tercero contenía la enzima y el ácido acético con la muestra del medio a 0 
h. A continuación se añadió 25 L de metanol para detener la reacción y 
precipitar las proteínas y se centrifugó a 3500 rpm durante 10 min. El 
sobrenadante se conservó a -20 ºC hasta su posterior análisis por HPLC y LC-MS. 
Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.  
4.3.3.2. Reacción de conjugación in vitro 
Con el fin de obtener los principales metabolitos glucuronidados y 
metilados de los nitrocatecoles, se procedió a la síntesis enzimática de los 
mismos. La formación de derivados glucuronidados de los compuestos 
fenólicos tuvo lugar mediante la reacción del fenol con el ácido UDP-
glucurónico como donador de ácido glucurónico en presencia de la enzima 
UDP-glucuronosiltransferasa (UGT) (Mateos y cols., 2005b), presente en la 
fracción microsomal de hígado de rata, obtenida siguiendo el procedimiento 
de Graham y colaboradores (Graham y cols., 1997) con algunas 
modificaciones (Mateos y cols., 2005b). Asimismo, la obtención de derivados  
metilados de los compuestos fenólicos se llevó a cabo mediante la reacción 
de los compuestos o-fenólicos con S-Adenosil-L-metionina (SAM) como 
donador de grupos metilos en presencia de la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT). Cada determinación se lleva a cabo por duplicado 
(Mateos y cols., 2005b).  
4. Materiales y métodos 
68 
 
4.3.3.2.1. Glucuronidación de compuestos fenólicos  
En un eppendorf se añadió un volumen de  fracción microsomal de 
hígado de rata equivalente a 100 μg de proteína (determinada por el método 
Bradford). A continuación, se adicionaron 50 μL de ácido UDP-glucurónico 50 
mM y 50 μL de compuesto fenólico de concentración 1 mM. Se añadió el 
tampón de reacción (Buffer A) hasta completar un volumen final de 500 μL. El 
tampón Buffer A es una disolución que contiene Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), 1 mM 
de ditiotreitol (DTT) y 10 mM de cloruro de magnesio (MgCl2). La mezcla se 
mantuvo en agitación suave en baño de agua termostatizado a 37 ºC durante 
4 h. Paralelamente se desarrolló un blanco sin enzima constituido por 50 μL de 
ácido UDP-glucurónico, 50 μL de solución fenólica y el resto hasta 500 μL con 
Buffer A. Transcurrida la incubación, la reacción se paró añadiendo 25 μL de 
ácido perclórico 4 mM, se centrifugó a 3500 rpm a 4ºC durante 10 min y los 
sobrenadantes resultantes se recogieron y conservaron a -20 ºC hasta su 
análisis por HPLC y LC-MS.  
4.3.3.2.2. Metilación de compuestos fenólicos 
En un eppendorf se añadió 100 μL de enzima COMT (1U/L), 50 μL de 
solución fenólica y 100 μL de tampón de reacción (Buffer M) y se mantuvo 
durante 5 minutos a 37 ºC. A continuación se añadió 250 μL de solución SAM 10 
mM y se agitó con suavidad. Seguidamente, la mezcla se mantuvo en 
agitación moderada en baño de agua a 37 ºC durante 4 horas. Las 
concentraciones finales de reacción quedaron de la siguiente manera: 5 mM 
SAM, 100 M compuesto fenólico y 100 unidades de enzima COMT. El tampón 
Buffer M  es una disolución que contiene tampón fosfato 0,1 M (pH 7,9), 1 mM 
de ditiotreitol (DTT) y 10 mM de MgCl2. Paralelamente, se desarrolló un blanco 
sin la enzima COMT mezclando 50 μL de solución fenólica, 200 μL de Buffer M y 
250 μL de solución SAM. Transcurridas las 4 horas de incubación, se paró la 
reacción añadiendo 25 μL de ácido perclórico 4 mM, se centrifugó a 3500 rpm 
a 4ºC durante 10 min y los sobrenadantes resultantes se recogieron y 
conservaron a -20 ºC hasta su análisis por HPLC y LC-MS.  
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4.3.3.3. Análisis por HPLC  
Todas las muestras de los medios de cultivo y los lisados celulares 
procedentes de los experimentos de biodisponibilidad intestinal y hepática de 
los compuestos fenólicos así como las muestras procedentes de las reacciones 
de hidrólisis enzimática y síntesis enzimática de derivados glucuronidados y 
metilados de los nitrocatecoles se analizaron en un equipo HPLC (Agilent 
Technologies, Serie 1200) equipado con detector de DAD, horno 
termostatizado e inyector automático con automuestreador también 
termostatizado. Se operó en un sistema de gradiente de eluyentes en fase 
reversa con una columna Superspher 100 RP18 (250 x 4m) (Merck Millipore, 
Darmstadt, Alemania) precedida por una precolumna (ODS RP 18). El caudal y 
temperatura de trabajo fue 1 mL/min y 37 ºC, respectivamente y el volumen 
de inyección de 20 L. La fase móvil consistió en un disolvente acuoso (A) 
formado por agua al 1% de ácido fórmico y disolvente orgánico (B) 
acetonitrilo. El gradiente de elución se estableció según las siguientes 
condiciones: de 95 a 90% de A en 5 minutos; 85% de A en 15 minutos; 80% de A 
en 5 minutos; 75% de A en 5 minutos; 70% de A en 5 minutos, retornando a las 
condiciones iniciales de 95% de A en 5 min y mantenimiento durante 5 min. La 
detección se llevó a cabo utilizando un detector DAD a la longitud de onda 
de 280 nm, siendo el tiempo de análisis de 45 min.  
Para la cuantificación de los compuestos fenólicos se realizaron curvas de 
calibrado de concentraciones conocidas (rango entre 0 y 100 μM) con 
estándares puros en el medio de cultivo sin suero. Los metabolitos se 
cuantificaron en base a la curva de calibrado de los respectivos precursores. 
En la Tabla 4.2 se recogen las rectas de calibrado obtenidas con las 
condiciones cromatográficas indicadas. 
Tabla 4.2 
Rectas de calibrado y coeficientes de determinación utilizados para la 
cuantificación de metabolitos generados en los estudios con los modelos celulares 
 
Compuesto 
Rango de 
concentraciones (μM) 
Recta 
Coef. 
Determinación 
NO2HTy 1,25 - 100 Área =6,91*Conc+6,70 r2 = 0,999 
NO2HTy-A 1,25 - 100 Área =6,68*Conc+18,69 r2 = 0,999 
NO2HTy-E 1,25 - 100 Área =5,94*Conc+1,61 r2 = 0,999 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol; NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo;  
NO2HTy-E: Eter etílico de nitrohidroxitirosilo 
4. Materiales y métodos 
70 
 
 
4.3.3.4. Análisis por LC-MS  
Para confirmar la identidad química de los metabolitos generados a partir 
del metabolismo intestinal y hepático de los compuestos fenólicos se llevó a 
cabo el análisis por LC-MS.  
El equipo empleado consta de un HPLC-DAD (Agilent Technologies, Serie 
1100) acoplado a un detector espectrómetro de masas simple cuadrupolo 
(Agilent Technologies, Serie 1100, Waldrom, Alemania). Para el análisis de 
masas se ajustó la fuente de ionización de electroespray (ESI-MS) a presión 
atmosférica operando en modo de ionización negativo, trabajando con un 
voltaje capilar de 3000 V, con nitrógeno como gas nebulizador a un flujo de 12 
L/h y temperatura de secado de 300 ºC. El espectro de masas se adquirió en 
un rango de masa comprendido entre 100 y 900 Da (1,5 s).  
El resto de parámetros cromatográficos coinciden con las condiciones 
descritas en el apartado Análisis por HPLC (apartado 4.3.3.3.) 
 
4.4. Evaluación de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de los 
nitroderivados de HTy en modelos experimentales de daño cerebral 
 
4.4.1. Animal de experimentación 
Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso comprendido 
entre 250-350 g que permanecieron bajo condiciones estándar de laboratorio, 
con un ciclo alternante de luz/oscuridad de 12 h, temperatura ambiente de 
22ºC y con libre acceso a comida y agua.  
Los animales fueron estabulados de acuerdo con la normativa de uso, 
manejo y cuidado de los animales utilizados para experimentación y otros fines 
científicos (EDL 2013/80847. BOE-A-2013-6271). El protocolo de estudio fue 
aprobado por el Comité de Ética de Investigación de la Universidad de 
Málaga.  
 
4. Materiales y Métodos 
71 
 
4.4.2. Tejido de estudio 
El órgano objeto de estudio fue el cerebro. Para su obtención, los animales 
previamente anestesiados con pentobarbital sódico y diazepam, fueron 
decapitados. Posteriormente, se procedió a la disección de la piel y el tejido 
muscular de la región occipital para facilitar el decalotaje. Se realizaron dos 
osteotomías longitudinales sobre los huesos temporales hasta el frontal, 
levantándose con cuidado la escama resultante a fin de separar 
completamente el cerebro de la calota (Figura 4.3). Seguidamente se 
cortaron los tubérculos olfatorios y los pares craneales, siendo extraído el 
cerebro y el cerebelo del total del tejido. Finalmente, se aisló el cerebro medio 
que se mantuvo en condiciones de hipotermia inducida por hielo con el fin de 
retardar la autolisis del órgano.  
    
Figura 4.3 
Imágenes del proceso de extracción del cerebro 
 
4.4.3. Compuestos de análisis 
Los compuestos empleados fueron los siguientes: la serie de nitroderivados 
de HTy con estructura nitrocatecol (nitrohidroxitirosol (NO2HTy), acetato de 
nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A) y éter etílico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E) y la 
serie de precursores con estructura catecol (hidroxitirosol (HTy), acetato de 
hidroxitirosilo (HTy-A) y éter etílico de hidroxitirosilo (HTy-E), a fin de evaluar de 
forma comparada el efecto neuroprotector.  
Dado el carácter lipofílico de los compuestos nitroderivados y atendiendo 
a su baja solubilidad, se propuso el empleo de DMSO como disolvente 
orgánico para facilitar la disolución de los compuestos ensayados. Se realizó 
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un estudio concentración-efecto de DMSO a fin de definir el rango de 
concentraciones para su uso sin riesgo de toxicidad. Las concentraciones 
fueron expresadas en valores de porcentaje (0,5, 1, 5, 10). Se obtuvieron 6 
secciones/tejido para el estudio de las condiciones anteriormente citadas, 
considerando también un control absoluto y un control DMSO. Finalmente, 
para todos los ensayos posteriores se utilizó como excipiente para la disolución 
DMSO al 1%.  
 
4.4.4.  Diseño experimental 
Se realizaron dos tipos de estudio: in vitro y ex vivo.  
4.4.4.1. Experimentos in vitro  
Se constituyeron 6 grupos experimentales (atendiendo a los distintos 
compuestos utilizados) de 6 animales por grupo. Se emplearon 
concentraciones crecientes de los distintos compuestos para su incubación en 
tejido (0, 1, 5, 10, 50, 100 y 500 M) 
4.4.4.1.1. Estudios en tejido cerebral sin inducción química 
Muestras de tejido extraído del animal de experimentación las cuales 
constituyen las muestras control y sobre las que se realizarán las 
determinaciones bioquímicas pertinentes sin haber sometido el tejido 
previamente a inducción de daño alguno.  
Los experimentos se llevaron a cabo utilizando un total de 36 animales 
distribuidos en 6 grupos experimentales (n=6/grupo según compuesto fenólico), 
incubando el tejido obtenido (7 secciones/cerebro) en presencia de 
concentraciones crecientes de los distintos compuestos estudiados (0, 1, 5, 10, 
50, 100 y 500 M).  
4.4.4.1.2. Estudios en tejido cerebral con inducción química 
Muestras de tejido cerebral sobre las que se induce daño a través del 
empleo de las sustancias químicas tales como sales ferrosas y ácido ascórbico, 
maleato de dietilo (DEM) y terc-butilhidroxiperóxido (t-BOOH), todos ellos 
inductores de estrés oxidativo, para la valoración del estrés oxidativo 
(responsable del daño cerebral en este modelo): 
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1. Inducción con sales ferrosas y ácido ascórbico para la valoración de la 
peroxidación lipídica. Se emplearon concentraciones crecientes de los 
compuestos en estudio (1, 10, 50, 100 M). Para el estudio se llevó a cabo un 
n=36. 
2. Incubación con DEM para la determinación de la actividad glutatión. 
Se emplearon concentraciones crecientes de los compuestos en estudio (1, 
10, 50, 100 M). Para el estudio se llevó a cabo un n=36. 
3. Incubación con t-BOOH para la determinación del contenido 
intracelular de radicales libres. Se emplearon concentraciones crecientes de 
los compuestos en estudio (1, 5, 10, 50, 100, 500 M). Para el estudio se llevó a 
cabo un n=36. 
En los tres modelos de inducción de daño químico fueron recolectadas 
muestras de tejido y sobrenadante para las determinaciones bioquímicas 
posteriores. 
4.4.4.1.3. Estudios en tejido cerebral sometido a un modelo experimental de 
hipoxia-reoxigenación 
Muestras de tejido extraído del animal de experimentación sobre las cuales 
se induce un daño por hipoxia-reoxigenación (HR) del tejido a fin de reproducir 
in vitro las condiciones fisiológicas que acontecen durante un proceso 
isquémico cerebral. Para la realización de este estudio, se emplearon un total 
de 48 animales.  
1. Estudio concentración-efecto del compuesto fenólico. Se emplearon 36 
animales distribuidos en 6 grupos experimentales (NO2HTy, NO2HTy-A, NO2HTy-E, 
HTy, HTy-A, HTy-E) (n=6/grupo según compuesto fenólico). Tras procesar los 
cortes cerebrales resultantes del cerebro medio (9 secciones/cerebro) se 
estableció una muestra de tejido control basal la cual no fue incubada y se 
incubaron las siete secciones restantes con concentraciones crecientes de 
cada uno de los compuestos a estudiar (0, 1, 5, 10, 50, 100 y 500 M) disueltos 
en 1% DMSO. Estos estudios concentración-efecto estuvieron dirigidos a la 
obtención de la concentración óptima a emplear en posteriores ensayos de 
neuroprotección.  
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2. Estudio del efecto del compuesto fenólico a concentración 100 M. Se 
emplearon 24 animales distribuidos en 6 grupos experimentales (NO2HTy, 
NO2HTy-A, NO2HTy-E, HTy, HTy-A, HTy-E) (n=6/grupo según compuesto fenólico) 
incubando el tejido en presencia del compuesto fenólico a concentración de 
100 M. 
Para todos los estudios, el tejido fue sometido al modelo experimental de 
HR y tras éste, se recogieron las muestras de sobrenadante y tejido para 
realizar las mediciones de las distintas variables. 
4.4.4.2. Modelo experimental de hipoxia-reoxigenación 
Este modelo experimental de HR trata de reproducir, en condiciones in 
vitro, las distintas situaciones que suceden durante la isquemia-reperfusión en 
el proceso de ictus isquémico (ver Figura 4.4). Ha sido aplicado tanto al tejido 
de los animales tratados, como al de los no tratados, con los distintos 
compuestos de estudio. 
Tras extraerse el cerebro, se introdujo en un tampón de disección: 10 mL 
(NaCl 120 mM, KCl 2 mM, CaCl2 0,5 mM, NaHCO3 26 mM, MgSO4 10 mM, 
KH2PO4 1,18 mM, glucosa 11 mM y sacarosa 200 Mm, pH: 7,4) sumergido en 
hielo y con perfusión continua de oxígeno. 
A continuación, se procedió a obtener los cortes de unas 500 micras 
realizadas con vibratomo y se introdujeron durante 60 minutos en tampón de 
estabilización (igual al de disección pero sin sacarosa), a temperatura 
ambiente y sometido a una perfusión continua de oxígeno (utilizamos para 
cada fase donde sea necesaria una mezcla de O2 al 95% y CO2 al 5%, 
Alphagaz MIX. Air Liquide. España), etapa a la que llamamos de estabilización. 
Seguidamente, iniciamos la etapa de prehipoxia consistente en sumergir 
los cortes en un tampón con la misma composición que en la fase anterior y 
con un burbujeo de oxígeno durante 30 minutos a una temperatura de 37ºC 
(baño de bloque en seco para tubos “Multiplaces” con temperatura regulable 
de 10-200ºC. Selecta. España). 
A continuación, establecemos la etapa de hipoxia en la cual sometemos 
al tejido durante 60 minutos a una perfusión continua de nitrógeno (Alphagaz 
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N2. Air Liquide. España) en un tampón de hipoxia (NaCl 120 mM, KCl 2 mM, 
CaCl2 2 mM, NaHCO3 26 mM, MgSO4 1,19 mM,  KH2PO4 1,18 Mm, pH: 7,4), a 
37ºC. 
Por último, tiene lugar la etapa de reoxigenación que dura 180 minutos 
aunque metodológicamente la dividimos en tres fases de 60 minutos (R1, R2 y 
R3), utilizando un tampón de reoxigenación (igual al anterior añadiéndole 
glucosa 11 mM), a 37ºC y con burbujeo continuo de oxígeno.  
Para todos los casos, el tampón empleado en cada una de las etapas es 
sometido, previamente a su uso, a una oxigenación o nitrogenación (según 
proceda) continua durante 45 minutos. 
HIPOXIAPREHIPOXIA
 
Figura 4.4 
Esquema del modelo experimental de hipoxia-reoxigenación 
 
En los experimentos donde se utilizó tejido de animales no tratados, se 
añadieron los compuestos de estudio al inicio de cada una de las etapas del 
modelo. En todos ellos utilizamos la concentración necesaria para que al 
añadir 500 µl del preparado en 4,5 mL de tampón en cada uno de los inicios 
de las distintas fases del proceso de HR obtuviéramos la concentración 
deseada. En los experimentos donde se utilizó tejido de animales tratados, es 
decir, a los que se habían administrado vía orogástrica, al inicio de cada fase 
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del modelo no se añadió compuesto alguno, sólo 5 mL del tampón 
correspondiente. 
Al final del proceso, se obtuvieron distintas muestras: por un lado, se 
recogió muestra de tampón (sobrenadante) al finalizar cada una de las fases 
intermedias del modelo así como tras la finalización del mismo y, por otro lado, 
se recogió el tejido cerebral al concluir el período de reoxigenación. Todas las 
muestras obtenidas se congelaron a -80ºC para las posteriores 
determinaciones. 
4.4.4.3. Experimentos ex vivo 
Los compuestos objeto de estudio fueron administrados mediante 
canulación orogástrica y tras el sacrificio del animal, el tejido fue sometido al 
modelo experimental de HR.  
Se emplearon 42 animales distribuidos en 7 grupos (n=6), estableciéndose 
un grupo control DMSO y 6 grupos experimentales a los que, mediante 
canulación orogástrica, se les administró una dosis de 20 mg/Kg animal/día de 
cada uno de los compuestos fenólicos durante un periodo consecutivo de 7 
días. Tras ese periodo y una hora después de la última dosis administrada, se 
procedió al sacrificio de los animales para la obtención del tejido cerebral en 
un total de 5 secciones/cerebro que fueron sometidas al proceso de HR.  
 
4.4.5. Variables analíticas  
4.4.5.1.   Variable principal: muerte celular cerebral 
Se cuantificó la muerte celular de forma indirecta a través de la actividad 
enzimática lactato deshidrogenasa (LDH) en las muestras de sobrenadante 
tras la incubación en las distintas fases del proceso de HR.  
4.4.5.2. Variables predictoras: estrés oxidativo (peroxidación lipídica y  
 defensa antioxidante) 
En las muestras de cerebro se valoró el daño oxidativo tisular a través de la 
determinación de la peroxidación lipídica de las membranas celulares, 
cuantificando los productos de la reacción con el ácido tiobarbitúrico (TBARS), 
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siendo su principal representante el malondialdehído (MDA). Asimismo, se 
estudió la capacidad defensiva antioxidante del tejido mediante la 
cuantificación del contenido celular de glutatión total, oxidado y reducido 
(GST, GSSG y GSH, respectivamente).  Finalmente, se valoró el contenido 
intracelular de especies reactivas  de oxígeno (ROS) en el tejido.  
 
4.4.6. Descripción de las técnicas analíticas  
4.4.6.1. Determinación de muerte celular: Actividad Lactato 
Deshidrogenasa (LDH) 
La enzima LDH cataliza la reducción del piruvato a lactato mediante la 
coenzima NADH y se utiliza como medida indirecta de muerte  celular 
(Esquema 4.1).  
 
Piruvato Ácido Láctico 
LDH 
NADH+H+ NAD+ 
 
Esquema 4.1 
Esquema de la formación de ácido láctico a partir de piruvato 
 
Para la medición de este parámetro se empleó el Cytotoxicity Detection 
Kit (Roche Applied Science). Este test de inmunoensayo permite cuantificar la 
citotoxicidad/citolisis basados en la medida de la actividad LDH que se libera 
durante el daño celular, es decir, cuando se ha producido daño en la 
membrana plasmática. Para su realización, previamente se centrifugan las 
muestras obtenidas tras el proceso de HR (500 µL de sobrenadante) a 250 xg 
durante 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5415D) y, a continuación, se 
procede a la realización del inmunoensayo con posterior lectura en un 
espectrofluorímetro. Los resultados obtenidos se ajustan al peso de las muestras 
de tejido correspondientes. 
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4.4.6.2. Determinación del estatus oxidativo  
4.4.6.2.1. Determinación de la peroxidación lipídica 
a) Obtención de fracciones enriquecidas de membranas 
La obtención de las fracciones enriquecidas de membranas (fracción P2)  
se llevó a cabo mediante gradientes de centrifugación. Inicialmente los tejidos 
fueron pesados y diluidos en proporción 1:10 en una solución de incubación 
(NaCl 0,1 M, KCl 5x10-4 M, CaCl2 3,1x10-3 M, MgSO4 1x10-3 M, Glucosa 4,9x10-3 M, 
NaHCO3 2,4x10-2 M, KH2PO4 5,5x10-4 M, en agua bidestilada y desionizada), con 
Tris-HCl 50 mM y sacarosa 0,32 M, a pH 7,4. Cada fracción de tejido fue 
sometido a homogeneización manual y en condiciones de frío. Los distintos 
homogeneizados se repartieron posteriormente en tubos siliconados y se 
centrifugaron a 1000 xg durante 10 minutos a 4ºC. Al finalizar la centrifugación 
se procedió a la extracción del sobrenadante mediante una pipeta pasteur 
(fracción S1), el cual fue transferido a tubos de ultracentrífuga, desechando de 
esta forma el pellet (fracción P1). 
La fracción S1 fue centrifugada posteriormente a 10000 xg durante 20 
minutos a 4ºC, obteniéndose de nuevo un sobrenadante (fracción S2) que fue 
desechado y un pellet. Este segundo pellet o fracción P2 fue resuspendido 
mediante agitación continua hasta su total dilución en la solución de 
incubación sin sacarosa, en proporción 1:10 (peso/volumen) respecto al peso 
inicial. En todos los casos la dilución se realizó en proporción al peso original de 
cada una de las fracciones. Las diluciones obtenidas fueron congeladas a -
80ºC. 
b) Determinación de los productos de reacción con ácido tiobarbitúrico 
(TBARS)  
El fundamento de esta técnica se basa en la determinación indirecta de 
MDA como producto derivado del metabolismo del ácido araquidónico. La 
determinación de este metabolito del ácido araquidónico nos indica, de 
modo indirecto, los niveles de peroxidación alcanzados por un tejido y, 
aunque no es un metabolito específico del catabolismo peroxidativo, sí es un 
buen indicador aceptado por muchos autores del funcionalismo de esta vía 
oxidativa. Presenta también la ventaja de su carácter colorimétrico al 
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reaccionar con el ácido tiobarbitúrico, lo que nos permite cuantificar de forma 
fácil sus niveles en cualquier muestra determinando simplemente su 
absorbancia espectrofotométrica.  
Para su determinación, se procedió a la dilución de las alícuotas de tejido 
mediante agitación en el tampón de incubación descrito para la obtención 
de la fracción P2 con Tris-HCl 20 mM en proporción  1:2 (peso/volumen). Una 
vez obtenida la dilución de los tejidos, se repartieron las muestras en tubos de 
cristal en condiciones de frío. A las muestras problema se les añadió los 
inductores de la peroxidación lipídica, sulfato ferroso y ácido ascórbico (FeAs), 
ambos en un volumen de 50 µl, mientras que al control se le añadió el mismo 
volumen de agua (100 µl). El volumen final de las muestras fue en todos los 
casos el mismo. En los experimentos in vitro de tejido sometido previamente al 
modelo de HR, la inducción de daño químico con FeAs no fue necesaria. En 
estos casos se añadió el volumen correspondiente en agua destilada.  
Esta fase de inducción de la peroxidación lipídica transcurre durante un 
período de tiempo de 45 minutos. Durante todo el proceso, los tubos fueron 
sometidos a agitación continua de 100 bats/min, a 37ºC y protegidos de la luz.  
Posteriormente se procedió a la incubación con el compuesto fenólico. Se 
añadieron 50 μL de concentración 100 μM, 100 μL de agua destilada o 150 μL 
en las muestras control. En aquellas muestras de tejido a las que ya 
previamente se les ha inducido el daño por hipoxia y han sido incubadas con 
el compuesto fenólico (tejido sometido a HR), el volumen añadido de agua 
destilada fue de 150 μL a fin de igualarlos.  
Tras la incubación con el compuesto fenólico durante 30 minutos a 37 ºC 
en agitación continua, se les añadió a las muestras un volumen de 500 μL de 
una solución de ácido tiobarbitúrico al 0,5% en ácido tricloroacético (20%). De 
esta forma, se produce una reacción colorimétrica que pone de manifiesto los 
TBARS formados en el paso anterior. La incubación con ácido tiobarbitúrico se 
llevó a cabo en un baño termostatado a 100ºC durante 15 minutos, protegidas 
las muestras de la luz. Transcurrido el tiempo de incubación, la reacción se 
detuvo con hielo. Las muestras fueron vertidas a tubos de plástico siliconados y 
centrifugadas a 2000 g durante 15 minutos a 4ºC. Una vez obtenido el 
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sobrenadante, se procedió a su medición mediante un espectrofluorímetro a 
una longitud de onda de 532 nm en el espectro de luz visible. 
El valor de la absorbancia resultante fue transformado en nmoles de TBARS 
mediante su interpolación en la curva de calibración estándar de TBARS 
realizada previamente. Para la obtención de ésta se empleó MDA-bis-
dietilacetal en un rango de concentraciones de 0 a 100 nmol/L y siguiendo la 
metódica anteriormente descrita para la determinación de TBARS en los tejidos 
utilizando como sustituto del tejido, concentraciones crecientes de TBARS. 
Los datos de la curva estándar de TBARS se analizaron mediante un 
programa de regresión no lineal y, sobre estos datos, se compararon las 
absorbancias de las muestras, obteniéndose la cantidad de TBARS de las 
mismas en nmol/mL. 
Los valores de TBARS en nmoles producidos por las muestras se 
relacionaron posteriormente con los miligramos de proteínas existentes en ellas, 
expresando el índice de productos lipídicos reaccionantes con el ácido 
tiobarbitúrico en último término en nmoles de MDA/mg de proteínas. 
c) Determinación de proteínas  
Se empleó el mismo número de tubos como muestras se obtuvieron. A 
cada tubo se le adicionó 50 μL de las muestras. El blanco del experimento se 
compuso de 50 μL de disolución de NaCl 5N. A continuación se añadieron 2,5 
mL del reactivo de Bradford (1000 mL: 0,1 g de Brillant Blue. SIGMA Chemical 
Co. USA; 50 mL de Alcohol etílico al 96% (P/V). Probus; 100 mL de ácido 
ortofosfórico, Montplet & Esteban) a cada tubo y se agitaron. Tras un período 
de incubación de 5 minutos a temperatura ambiente, se procedió a realizar la 
medición de las proteínas en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 
595 nm.  
El valor de las proteínas se halló a través de la recta de calibrado 
correspondiente donde “y” representa la absorbancia de cada muestra y “x” 
la concentración de proteínas expresada en µg prot/100 µL. 
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4.4.6.2.2. Determinación de los niveles de glutatión 
Para el desarrollo de esta experiencia se tomaron entre 50 y 90 mg de 
tejido, que una vez pesados, fueron homogeneizados manualmente en un 
volumen fijo de 1 mL de tampón fosfato sódico 0,1 M (pH 8,0). Una vez 
obtenida una mezcla homogénea se añadió 0,25 mL de ácido fosfórico al 
25%.  
En los casos de incubación con algún compuesto (protocolo aplicable al 
tejido no sometido al proceso de HR) éste se hizo en un volumen de 50 μL y en 
las mismas condiciones expresadas para la técnica de la peroxidación lipídica. 
La incorporación o no de DEM se hizo conjuntamente con el compuesto y 
durante el mismo periodo de tiempo y condiciones. Al finalizar dicha 
incubación se añadió el ácido ortofosfórico.  
Esta solución contenida en el homogeneizador fue vertida en un tubo 
siliconado para proceder a su centrifugación, la cual se realizó a 13000 g 
durante 15 minutos a una temperatura de 4ºC.  
Durante la espera de la centrifugación, se elaboró una curva patrón de 
GSH a partir de una disolución 1 M (3,073 mg de GSH en 10 mL de tampón 
fosfato sódico), realizando sucesivas diluciones: 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 
1/256, 1/512, 1/1024 y 1/2048. Todo ello se mantuvo en frío utilizando hielo 
triturado y agua. 
Una vez finalizada la centrifugación se recogió del sobrenadante del cual 
200 μL se utilizaron para la determinación de GSSG y se le añadieron 8 μL de 4-
vinilpiridina (V3204. Sigma-Aldrich. USA) con objeto de bloquear todo paso de 
glutatión reducido a oxidado. Se incubó durante 1 hora a temperatura 
ambiente.  
Tras la incubación, se añadieron a los tubos 0,9 mL de tampón fosfato 
sódico a todos los tubos, 50 μL de las muestras o bien, de la correspondiente 
concentración estándar, y por último, 50 μL de o-phtalaldehído (P0657, Sigma-
Aldrich, USA). Se agitaron y se incubaron durante 15 minutos. Transcurrido este 
tiempo se procedió a la lectura en el espectrofluorímetro, utilizando una 
longitud de onda de excitación de 350 nm y de emisión de 440 nm, 
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obteniéndose los valores de la recta de calibrado, GST y GSSG. Se hallaron los 
valores de GSH a través de la siguiente ecuación:  
GSH = GST – GSSG 
Finalmente, se calculó el porcentaje de glutatión en su forma oxidada:  
                                                         GSSG x 100 
           % GSSG =   
    GSH + GSSG 
Los valores de glutatión fueron expresados en μmol/g de tejido. 
4.4.6.2.3. Determinación de los niveles intracelulares de especies reactivas de 
oxígeno (EROs) 
Tras el sacrificio animal, se obtuvieron las secciones necesarias del tejido 
de cerebro medio las cuales fueron sometidas a un flujo constante de oxígeno 
en incubación con un tampón de estabilización durante 10 minutos a 37ºC. 
Tras este periodo, se recogió una muestra de tejido y sobrenadante para las 
determinaciones pertinentes. 
Tras la primera fase de estabilización, las secciones de tejido restantes 
fueron incubadas con una solución 1mM de t-BOOH durante 30, 60, 90 y 120 
minutos. El tejido una vez trascurrido el periodo de incubación fue procesado 
de inmediato mediante homogeneización manual empleando una dilución 
1:10 del tejido en buffer tris-HCl 50 mM, pH 7,4. Posteriormente, las muestras 
fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Así, se obtuvo la 
fracción S1 sobre la cual se realizaron las determinaciones posteriores. Para la 
medición del contenido intracelular de radicales libres se empleó 100 μL de las 
muestras obtenidas en cada uno de los tiempos de incubación a las que se 
adicionó 20 μL de una solución 1 mM de 2´,7´-diacetato de diclorofluoresceína 
(DCFH-DA, Sigma-Aldrich). Finalmente, para alcanzar un volumen final de 2 mL 
se añadieron 1880 μL de buffer tris-HCl 10 mM, pH 7,4. Las muestras fueron 
incubadas en oscuridad a 37ºC durante tiempos de 30 y 60 minutos 
obteniéndose valores de fluorescencia tras su medición en el 
espectrofluorímetro.  
La determinación se llevó a cabo mediante lectura a dos longitudes de 
onda diferentes, 485 y 520 nm. Los datos fueron expresados como los valores 
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resultantes de la diferencia de ambas mediciones e interpolados en la recta 
de calibrado. Ésta fue hallada a partir de las concentraciones 0, 5, 10, 50, 100 y 
300 μM de una solución de diclorofluoresceína (DCFH, Sigma-Aldrich).  
 
4.4.7. Análisis estadístico de los resultados  
Los datos expresados en el texto, tablas y figuras recogidos en el apartado 
5.4 representan la media ± error estándar de la media (EEM) de los animales 
utilizados. La valoración estadística de dichos resultados se realizó mediante la 
utilización del paquete estadístico Statgraphics Centurion XVI. 
 Las diferencias entre los distintos tratamientos con respecto al grupo control 
o niveles basales, según el estudio, se han establecido mediante la aplicación 
de test de ANOVA de una sola vía. En todos los casos, se ha asumido 
significación estadística con un valor de p<0,05. 
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4.5. Estudio del efecto de los nitroderivados de HTy sobre la actividad 
COMT 
4.5.1. Animal de experimentación 
Los animales utilizados fueron ratas macho albino de la cepa Wistar, con 
un peso comprendido entre 270-320 g. Las ratas fueron mantenidas en 
condiciones de temperatura constante (22 ± 2ºC), humedad relativa  (60%), 
con ciclos alternos de luz y oscuridad de 12 horas y libre acceso de comida y 
agua. Los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con la normativa 
de la Unión Europea (2010/63/EU), siguiendo las bases reguladoras de España 
(BOE 34/11370-421, 2013) para el uso de animales de laboratorio y aprobado 
por el comité científico de la Universidad de Sevilla.  
 
4.5.2. Compuestos de análisis 
Los compuestos empleados como potenciales inhibidores de la COMT 
fueron los siguientes: hidroxitirosol (HTy), nitrohidroxitirosol (NO2HTy), acetato de 
nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A), éter etílico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E). 
También se empleó el inhibidor comercial 2’-fluoro-3,4-dihidroxi-5-
nitrobenzofenona (Ro 41-0960) de Sigma Chemical Co., MO, USA.    
Para el análisis de dopamina (DA) y sus metabolitos por HPLC se utilizaron 
los siguientes patrones: 3-hidroxi-tiramina (DA), ácido 3,4-dihidroxifenilacético 
(DOPAC), ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y ácido homovanílico (HVA), 
todos ellos suministrados por Sigma Chemical Co., MO, USA. 
 
4.5.3. Tipos de estudio 
Se realizaron dos tipos de experimentos: un primer estudio en muestras de 
tejido cerebral (cuerpo estriado) y un segundo en dializados obtenidos por la 
técnica de microdiálisis. 
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4.5.3.1. Estudio en tejido 
Los animales fueron divididos en dos grupos principales:  
a) Tratamiento agudo: los animales recibieron una única dosis 
intraperitoneal (20 mg/Kg) entre las 10:00 y 11:00 a.m. y, dos horas después, 
fueron sacrificados. 
b) Tratamiento crónico: los animales recibieron, diariamente, una dosis 
intraperitoneal de 20 mg/Kg durante cinco días consecutivos entre las 10:00 y 
11:00 a.m. y fueron sacrificados el último día, dos horas después de la última 
administración.  
Cada grupo principal de estudio fue dividido en seis subgrupos 
experimentales a los cuales se les administró de forma sistémica solución salina, 
el inhibidor comercial Ro 41-0960 y los compuestos fenólicos HTy, NO2HTy, 
NO2HTy-A y NO2HTy-E.  
Tras la decapitación, una vez extraído el cerebro, se diseccionó la región 
correspondiente al cuerpo estriado que, posteriormente, fue congelada en 
nitrógeno líquido y almacenada a -80ºC hasta su análisis posterior (el tiempo 
total para el aislamiento del cerebro fue inferior a 3 minutos). Debido a que el 
tiempo transcurrido entre la decapitación y la extracción con ácido perclórico 
fue muy corto, los cambios postmorten de los niveles intracelulares de aminas 
biógenas y metabolitos no fueron significativos (Roubein y cols., 1979).  Para su 
análisis, el tejido objeto de estudio fue pesado y, posteriormente, 
homogeneizado por sonicación sobre hielo en ácido perclórico 0,1 M (30 μL de 
ácido perclórico por cada mg de tejido fresco) con ayuda de un Hielscher 
UP100H Ultrasonic, Teltow, Germany. Las muestras fueron centrifugadas a 3.000 
g, durante 15 minutos, a 4ºC y el sobrenadante fue filtrado a través de un filtro 
de nylon de 0,22 μm de diámetro de poro (Spin-X centrifuge tube filter, Corning 
Incorporated, NY, USA). Las muestras fueron inyectadas a través de una válvula 
de inyección de alta presión (Rheodyne, CA, USA) empleando un ‘loop’ de 
10μL.  
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4.5.3.2. Estudio en dializado: microdiálisis 
4.5.3.2.1. Construcción de la cánula de microdiálisis 
Las cánulas utilizadas en este estudio fueron en forma de ‘I’-shaped 
(Santiago y Westerink, 1990). Están constituidas por un tubo de polietileno PE20 
(d.i., 0,38 mm; d.e., 1,09 mm) de 1,5 cm al cual se le practica una fisura por la 
que se introduce un tubo capilar de sílice de 2,5 cm. Este capilar se recubre 
por un extremo con un tubo metálico de 25 ga de 1 cm de longitud y, por el 
otro, con la membrana dialítica tubular semipermeable de éster de celulosa 
saponificado (diámetro de poro 10.000 dalton) de 6 mm, sellada en su extremo 
distal con cianocrilato. La unión de la membrana dialítica, por un lado, y del 
tubo metálico, por otro lado, al PE20 se realiza con epoxi afirmando esta última 
zona con cemento dental. La longitud de la membrana dialítica libre (4 mm 
para las cánulas implantadas en el cuerpo estriado) se determina obturando 
el resto de la membrana con silicona. 
4.5.3.2.2. Procedimiento quirúrgico 
Los animales fueron pesados y anestesiados con hidrato de cloral (400 
mg/kg) por vía intraperitoneal. También se les aplicó localmente lidocaína 
(10% p/v en agua). 
Se utilizó un aparato estereotáxico de David Kopf-6000 para roedores 
(Figura 4.5). Las coordenadas para la implantación estereotáxica de las 
cánulas, según el atlas de Paxinos y Watson, (1986) fueron: anterior +0,6 mm, 
lateral ± 2,8 mm, ventral 6,0 mm, desde el punto bregma y la duramadre, para 
ambos cuerpos estriados.  
Una vez abierta la piel con un bisturí y colocadas sendas pinzas 
hemostáticas, se procedió a la localización del punto bregma. La cánula, 
sostenida en un brazo del estereotáxico, se situó justo en el punto bregma, se 
tomaron las coordenadas citadas anteriormente y se señalaron sobre el 
cráneo los puntos donde fueron implantadas ambas cánulas. Con ayuda de 
una fresa de corona esférica, conectada a un motor portafresas, se abrieron 
dos orificios para la colocación de sendos tornillos de fijación Micro-57. 
Asimismo,  también se abrieron los orificios señalados para la implantación de 
las cánulas. A continuación, el extremo inferior de la cánula se situó sobre la 
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duramadre que quedó expuesta tras realizar el orificio. A partir de este punto, 
se introdujo la cánula a la profundidad debida según su implantación en el 
cuerpo estriado. El implante se fijó con cemento dental, englobando a los 
tornillos de fijación. Una vez fraguada la pasta, se retiraron las pinzas 
hemostáticas y se procedió a la sutura de la piel. Después de la operación las 
ratas fueron alojadas en jaulas de plástico de dimensiones 35 x 35 x 40 cm 
(Figura 4.5). Los experimentos se llevaron siempre a cabo 24-48 horas después 
de la implantación de la cánula. No es recomendable proseguir en los días 
posteriores por la aparición de gliosis alrededor de la cánula que disminuye su 
eficiencia. 
      
Figura 4.5 
Imágenes del proceso quirúrgico de implantación de la cánula de microdiálisis y  
mantenimiento del animal durante el protocolo experimental 
 
4.5.3.2.3. Procedimiento de perfusión intracerebral. Microdiálisis 
La perfusión intracerebral se realizó en el animal despierto, con libertad de 
movimiento, mediante un sistema "on-line" totalmente automático (Westerink y 
cols., 1987). La entrada de la cánula de diálisis se conectó a una bomba de 
perfusión (Harvard apparatus, mod. 22) y la salida a la válvula de inyección 
(Rheodyne 7000). Estas conexiones se hicieron con dos tubos de polietileno 
PE10 (d.i., 0,28 mm; d.e., 0,61 mm) de 40 cm de longitud. Las perfusiones se 
realizaron usando una solución Ringer a un flujo de 3 µL/min (ver figura 4.6). La 
composición de la solución Ringer fue: NaCl, 140 mM; KCl, 4,0 mM; CaCl2, 1,2 
mM; y MgCl2, 1,0 mM. Desde que las drogas incluidas en la solución Ringer son 
impulsadas por la bomba de perfusión hasta que la primera muestra con 
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drogas es inyectada en la columna hay un tiempo de retraso de 30 minutos. 
Los datos presentados en esta tesis han sido corregidos teniendo en cuenta 
este tiempo de retraso. Mediante un temporizador electrónico, la válvula de 
inyección se mantiene en la posición de carga durante 15 minutos en los que 
el ‘loop’ de 40 µL se llena con el dializado. Entonces, la válvula cambia 
automáticamente a la posición de inyección durante 15 segundos. Este 
proceso se repite cada 15 minutos, que es el tiempo necesario para llevar a 
cabo un cromatograma completo. 
El protocolo experimental de perfusión consistió en la perfusión de los 
compuestos tras hacer circular durante 1 hora solución Ringer a través de la 
cánula implantada. Después de la administración de los compuestos objeto 
de estudio se siguieron recogiendo muestras durante 2 horas y media. 
 
Figura 4.6 
Protocolo experimental 
 
4.5.3.2.4. Cuantificación de los metabolitos de DA por HPLC 
Los niveles de DA y sus metabolitos fueron analizados por cromatografía 
líquida de alta resolución y detección electroquímica (HPLC-ED), usando un 
electrodo de carbón vítreo (DECADE II, ANTEC LEYDEN, The Netherlands) 
ajustado a 650 mV para la determinación en tejido en muestras de dializado.  
Se utilizó una bomba Merck L-6200. La columna analítica utilizada fue una 
Merck Lichrocart de fase reversa con relleno Lichrospher C18 de 5 µm de 
diámetro de poro y de dimensiones 125 x 4 mm. 
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La composición de la fase móvil fue la siguiente: acetato sódico 0,05 M 
(Carlo Erba Reagenti), ácido octanosulfónico 0,4 mM (Janssen Chimica), ácido 
etilendiaminotetracético (EDTA) 0,3 mM (Sigma Chemical Co.) y 70 mL de 
metanol (Merck), en un volumen final de 2 litros, ajustándose el pH a 4,1 con 
ácido acético. El agua utilizada fue desionizada (Milli-Q Reference, Millipore). 
La fase móvil se filtró a través de filtros de 0,45 µm de diámetro de poro 
mediante vacío y se desgasificó por ultrasonido para eliminar las pequeñas 
burbujas de aire que puedan interferir en el análisis. Los análisis se llevaron a 
cabo, isocráticamente, a temperatura ambiente y a un flujo de 1,0 mL/min, en 
ambas determinaciones de tejido y dializado.  
La concentración de DA, DOPAC, 5-HIIA y HVA se calculó mediante la 
inyección en el HPLC de un patrón puro, el cual se preparó en una solución de 
ácido fórmico al 0,05% con EDTA y se conservó a 4ºC hasta el momento de su 
utilización (máximo 1 semana).  
Los niveles intra- y extracelulares de DA, DOPAC, 5-HIIA y HVA se 
identificaron y cuantificaron comparando el tiempo de retención (TR) y área 
de sus picos con los de los patrones puros de concentración conocida. Los 
niveles de DA y sus metabolitos fueron calculados con ayuda de eDAQ 
PowerChrom 280 software. 
 
4.5.4. Análisis estadístico de los resultados 
Para el análisis fue empleado el paquete estadístico Statgraphics 
Centurion XVI. Los resultados son expresados como la media ± EEM. En el 
estudio en tejido, las medias de las concentraciones de DA y sus metabolitos 
en los tratamientos agudo y crónico fueron comparadas por ANOVA de una 
sola vía. Cuando el valor de P fue mayor del 95% del nivel de confianza, se 
realizó la comparación de las medias usando el test LSD para post hoc 
múltiple range comparisons. Un nivel de alfa menor de 0,05 fue considerado 
como una diferencia significativa. El test t de student se usó para comparar los 
valores entre diferentes tratamientos al mismo tiempo de recolección de 
muestra de dializado.  
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5.1. Síntesis y determinación estructural de las nuevas sustancias 
5.1.1. Preparación y caracterización de ésteres de nitrohidroxitirosilo 
Siguiendo el procedimiento descrito en los apartados 4.1.4. y 4.1.5. se han 
preparado los siguientes compuestos: 
5.1.1.1. Acetato de nitrohidroxitirosilo (50) 
Se preparó a partir de 49 usando como eluyente para 
la columna de cromatografía una mezcla de dietil 
éter/hexano 5:1. Se obtuvo el producto puro como un 
sólido blanco (96%). P.f.: 107-109ºC; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,11 
(bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,46 (s, 1H, H7), 6,74 (s, 1H, H4), 4,18 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1), 
3,06 (t, 2H, H2), 1,94 (s, 3H, H2’); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 170,2 (C1’), 
151,2 (C5), 144,2 (C6), 139,8 (C8), 126,2 (C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,4 (C1), 31,8 
(C2), 20,6 (C2’); MS-HR (CI), m/z calculado para C10H11NO6 [M]+ 241,0586. 
Encontrado: 241,0591 (1,9 ppm). 
5.1.1.2. Butirato de nitrohidroxitirosilo (51) 
Se preparó a partir de 49 siguiendo el procedimiento 
general usando como eluyente para la columna de 
cromatografía una mezcla de dietil éter/hexano 3:1. 
Se obtuvo el producto puro como un sirupo (70%). 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) 
δ ppm 10,34 y 9,85 (2 bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,46 (s, 1H, H7), 6,73 (s, 1H, H4), 4,20 
(t, J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, H2), 2,20 (t, J=7,2 Hz, 2H, H2’), 1,48 (m, 2H, H3’), 0,81 
(t, J=7,4 Hz, 3H, H4’); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm  172,5 (C1’), 151,2 (C5), 
144,2 (C6), 139,7 (C8), 126,3 (C3), 118,5 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 35,3 (C2’), 31,9 
(C2), 17,8 (C3’), 13,3 (C4’); MS-HR (FAB) m/z calculado para C12H15NO6Na 
[M+Na]+ 292, 0797. Encontrado: 292,0796 (0,4 ppm). 
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5.1.1.3. Hexanoato de nitrohidroxitirosilo (52) 
Siguiendo el procedimiento general anteriormente 
descrito se preparó a partir de 49 usando como 
eluyente para la columna de cromatografía una 
mezcla de dietil éter/hexano 5:1. El producto puro se obtuvo como un sirupo 
(80%). 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,10 (bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,46 (s, 
1H, H7), 6,73 (s, 1H, H4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, H2), 2,20 (t, J=7,4 Hz, 
2H, H2’), 1,45 (m, 2H, H3’), 1,21 (m, 4H, H4’ y H5’), 0,82 (t, J=7,4 Hz, 3H, H6’); 13C-RMN 
(125 MHz, DMSO-d6) δ ppm  172,7 (C1’), 151,2 (C5), 144,1 (C6), 139,7 (C8), 126,2 
(C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2’), 31,8 (C2), 30,5 (C4’), 24,0 (C3’), 
21,7 (C5’), 13,7 (C6’); MS-HR (FAB) m/z calculado para C14H19NO6Na [M+Na]+ 
320,1110. Encontrado: 320,1107 (1,0 ppm). 
5.1.1.4. Octanoato de nitrohidroxitirosilo (53) 
Se preparó a partir de 49 siguiendo el 
procedimiento general usando como eluyente 
para la columna de cromatografía una mezcla de 
dietil éter/hexano 5:1. Se obtuvo el producto puro como un líquido incoloro 
(72%). 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,10 (bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,47 (s, 
1H, H7), 6,73 (s, 1H, H4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, H2), 2,20 (t, J=7,4 Hz, 
2H, H2’), 1,44 (m, 2H, H3’), 1,21 (m, 8H, H4’-H7’), 0,82 (t, J=7,4 Hz, 3H, H8’); 13C-RMN 
(125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 172,7 (C1’), 151,2 (C5), 144,2 (C6), 139,7 (C8), 126,3 
(C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,5 (C2’), 31,9 (C2), 31,1 (C6’), 28,4 - 28,3 
(C4’ y C5’), 24,4 (C3’), 22,0 (C7’), 13,9 (C8’); MS-HR (CI) m/z calculado para 
C16H24NO6 [M+H]+ 326,1604. Encontrado: 326,1601 (0,8 ppm).  
5.1.1.5. Decanoato de nitrohidroxitirosilo (54)  
Se preparó a partir de 49 usando como eluyente 
para la columna de cromatografía una mezcla de 
dietil éter/hexano 1:1. Se obtuvo el producto puro 
como un sólido blanco (81%). P.f.: 65-66ºC; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 
10,33 y 9,84 (2 bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,47 (s, 1H, H7), 6,74 (s, 1H, H4), 4,20 (t, 
J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, H2), 2,21 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2’), 1,45 (m, 2H, H3’), 1,22 
(m, 12H, H4’-H9’), 0,84 (t, J=6,9 Hz, 3H, H10’); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 
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172,6 (C1’), 151,1 (C5), 144,1 (C6), 139,7 (C8), 126,2 (C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 
63,2 (C1), 33,4 (C2’), 31,8 (C2), 31,2 (C8’), 28,7-28,3 (C4’-C7’), 24,2 (C3’), 22,0 (C9’), 
13,8 (C10’); MS-HR (FAB) m/z calculado para C18H27NO6Na [M+Na]+ 376,1736. 
Encontrado: 376,1736 (0,0 ppm).  
5.1.1.6. Laurato de nitrohidroxitirosilo (55)  
Siguiendo el procedimiento general anteriormente 
descrito se preparó a partir de 49 usando como 
eluyente para la columna de cromatografía una 
mezcla de dietil éter/hexano 2:1. Se obtuvo el producto puro como un sólido 
blanco (58%). P.f.: 76-77ºC; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,10 (bs, 2H, 2 
OH fenólicos), 7,47 (s, 1H, H7), 6,73 (s, 1H, H4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, 
H2), 2,21 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2’), 1,44 (m, 2H, H3’), 1,22 (m, 16H, H4’-H11’), 0,84 (t, J=6,9 
Hz, 3H, H12’); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 172,6 (C1’), 151,2 (C5), 144,1 
(C6), 139,7 (C8), 126,2 (C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2’), 31,8 (C2), 
31,2 (C10’), 28,9-28,3 (C4’-C9’), 24,3 (C3’), 22,0 (C11’), 13,9 (C12’); MS-HR (FAB) m/z 
calculado para C20H31NO6Na [M+Na]+ 404,2049. Encontrado: 404,2045 (1,0 
ppm). 
5.1.1.7. Miristato de nitrohidroxitirosilo (56) 
Se preparó a partir de 49 siguiendo el procedimiento 
general usando como eluyente para la columna de 
cromatografía una mezcla de dietil éter/hexano 2:1. 
Se obtuvo el producto puro como un sólido blanco (60%). P.f.: 84-85ºC;  1H-RMN 
(500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,11 (bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,46 (s, 1H, H7), 6,73 (s, 
1H, H4), 4,20 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, H2), 2,20 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2’), 1,44 (m, 
2H, H3’), 1,22 (m, 20H, H4’-H13’), 0,84 (t, J=6,9 Hz, 3H, H14’); 13C-RMN (125 MHz, 
DMSO-d6) δ ppm 172,7 (C1’), 151,2 (C5), 144,1 (C6), 139,7 (C8), 126,2 (C3), 118,4 
(C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2’), 31,8 (C2), 31,2 (C12’), 29,0-28,3 (C4’-C11’), 24,3 
(C3’), 22,0 (C13’), 13,9 (C14’); MS-HR (FAB) m/z calculado para C22H35NO6Na 
[M+Na]+ 432,2362. Encontrado: 432,2361 (0,2 ppm). 
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5.1.1.8. Palmitato de nitrohidroxitirosilo (57) 
El éster correspondiente se preparó a partir de 49 
siguiendo el procedimiento general y usando como 
eluyente para la columna de cromatografía una 
mezcla de dietil éter/hexano 2:1. Se obtuvo el producto puro como un sólido 
blanco (55%). P.f.: 90-91ºC; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,12 (bs, 2H, 2 
OH fenólicos), 7,47 (s, 1H, H7), 6,73 (s, 1H, H4), 4,20 (t, J=6,5 Hz, 2H, H1), 3,07 (t, 2H, 
H2), 2,20 (t, J=7,4 Hz, 2H, H2’), 1,44 (m, 2H, H3’), 1,22 (m, 24H, H4’-H15’), 0,84 (t, J=6,9 
Hz, 3H, H16’); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 172,6 (C1’), 151,2 (C5), 144,1 
(C6), 139,7 (C8), 126,2 (C3), 118,4 (C4), 112,2 (C7), 63,2 (C1), 33,4 (C2’), 31,8 (C2), 
31,2 (C14’), 29,0-28,3 (C4’-C13’), 24,3 (C3’), 22,0 (C15’), 13,9 (C16’); MS-HR (FAB) m/z 
calculado para C24H39NO6Na [M+Na]+ 460,2675. Encontrado: 460,2689 (3,0 
ppm). 
 
5.1.2. Preparación y caracterización de éteres de nitrohidroxitirosilo 
Siguiendo el procedimiento descrito en los apartados 4.1.4. y 4.1.5. se han 
preparado los siguientes compuestos: 
5.1.2.1. 4-(2-Metoxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (58) 
Se preparó a partir de 36 siguiendo el procedimiento 
general de nitración usando como eluyente para la 
columna de cromatografía una mezcla de acetato 
de etilo/hexano 2:1. El producto puro fue obtenido como un sólido blanco 
(68%). P.f.: 152-154ºC; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,06 (bs, 2H, 2 OH 
fenólicos), 7,45 (s, 1H, H7), 6,75 (s, 1H, H4), 3,48 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1), 3,21 (s, 3H, 
H1’), 2,99 (t, 2H, H2); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 151,0 (C5), 143,9 (C6), 
139,6 (C8), 127,3 (C3), 118,3 (C4), 112,0 (C7), 71,7 (C1), 57,8 (C1´), 32,5 (C2); MS-HR 
(CI) m/z calculado para C9H11NO5 [M]+ 213,0637. Encontrado: 213,0632 (2,5 
ppm). 
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5.1.2.2. 4-(2-Etoxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (59) 
Se preparó a partir de 37 según el procedimiento 
general de nitración, usando como eluyente para la 
columna de cromatografía una mezcla de acetato 
de etilo/hexano 2:1. Se obtuvo el producto puro como un sólido blanco (73%). 
P.f.: 94-96ºC; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,11 (bs, 2H, 2 OH fenólicos), 
7,44 (s, 1H, H7), 6,76 (s, 1H, H4), 3,51 (t, J=6,7 Hz, 2H, H1), 3,39 (c, J=7,0 Hz, 2H, H1’), 
2,99 (t, 2H, H2), 1,06 (t, 3H, H2’); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 151,0 (C5), 
143,9 (C6), 139,8 (C8), 127,3 (C3), 118,3 (C4), 112,0 (C7), 69,6 (C1), 65,2 (C1´), 32,8 
(C2), 15,0 (C2´); MS-HR (CI) m/z calculado para C10H14NO5 [M+H]+ 228,0872. 
Encontrado: 228,0867 (2,2 ppm). 
5.1.2.3. 4-(2-Butoxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (60) 
Se preparó a partir de 38 siguiendo el procedimiento 
general de nitración usando como eluyente para la 
columna de cromatografía una mezcla de 
cloroformo/metanol 40:1. El producto puro fue obtenido como un sirupo (63%). 
1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,2 (bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,44 (s, 1H, H7), 
6,75 (s, 1H, H4), 3,51 (t, J=6,7 Hz, 2H, H1), 3,33 (t, J=6,5 Hz, 2H, H1´), 2,99 (t, 2H, H2), 
1,42 (q, 2H, H2’), 1,26 (m, 2H, H3’), 0,84 (t, J=7,0 Hz, 3H, H4’); 13C-RMN (125 MHz, 
DMSO-d6) δ ppm 151,0 (C5), 143,8 (C6), 139,8 (C8), 127,4 (C3), 118,4 (C4), 112,0 
(C7), 69,8 (C1), 69,6 (C1´), 32,8 (C2), 31,2 (C2´), 18,8 (C3´), 13,7 (C4´); MS-HR (CI) 
m/z calculado para C12H18NO5 [M+H]+ 256,1185. Encontrado: 256,1183 (0,8 
ppm). 
5.1.2.4. 4-(2-Hexiloxietil)-5-nitrobenceno-1,2-diol (61) 
Se preparó a partir de 39 según el procedimiento 
general, aunque en este caso se hizo necesaria la 
adición de un 10% de metanol como cosolvente, y 
usando como eluyente para la columna de cromatografía una mezcla de 
cloroformo/metanol 40:1. Se obtuvo el producto puro como un sirupo (74%). 
1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,02 (bs, 2H, 2 OH fenólicos), 7,44 (s, 1H, 
H7), 6,75 (s, 1H, H4), 3,50 (t, J=6,7 Hz, 2H, H1), 3,32 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1´), 2,99 (t, 2H, 
H2); 1,43 (q, 2H, H2´), 1,26-1,20 (m, 6 H, H3´-H5´), 0,83 (t, J=7,0 Hz, 3H, H6’); 13C-RMN 
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(125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 151,0 (C5), 143,8 (C6), 139,8 (C8), 127,4 (C3), 118,4 
(C4), 112,0 (C7), 69,9 (C1), 69,8 (C1´), 32,7 (C2), 31,0 (C4’), 29,1 (C2´), 25,2 (C3´), 22,0 
(C5´), 13,8 (C6’); MS-HR (CI) m/z calculado para C14H22NO5 [M+H]+ 284,1498. 
Encontrado: 284,1494 (1,4 ppm). 
5.1.2.5. 4-Nitro-5-(2-octiloxietil)benceno-1,2-diol (62) 
Se preparó a partir de 40 de forma similar al 
compuesto anterior, usando como eluyente para la 
columna de cromatografía una mezcla de acetato 
de etilo/hexano 1:1. Se obtuvo el producto puro como un sólido blanco (66%). 
P.f.: 84-86ºC; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ ppm 10,02 (bs, 2H, 2 OH fenólicos), 
7,44 (s, 1H, H7), 6,75 (s, 1H, H4), 3,50 (t, J=6,7 Hz, 2H, H1), 3,32 (t, J=6,6 Hz, 2H, H1´), 
2,99 (t, 2H, H2); 1,43 (q, 2H, H2´), 1,26-1,20 (m, 10 H, H3´-H7´), 0,84 (t, J=7,0 Hz, 3H, 
H8’); 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ ppm 151,0 (C5), 143,8 (C6), 139,7 (C8), 127,4 
(C3), 118,3 (C4), 112,0 (C7), 69,9 (C1), 69,8 (C1´), 32,7 (C2), 31,2 (C6’), 29,1 (C2´), 
28,7 (C4´), 28,6 (C5´), 25,6 (C3’), 22,0 (C7´), 13,9 (C8’); MS-HR (CI) m/z calculado 
para C16H26NO5 [M+H]+ 312,1811. Encontrado: 312,1808 (1,0 ppm). 
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5.2. Determinación de la actividad antioxidante in vitro de los 
nitroderivados lipofílicos de HTy 
Con el fin de caracterizar la capacidad antioxidante de los nuevos 
derivados sintéticos de nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49), ésteres (50–57) y éteres 
(59–62), se determinó la capacidad reductora de radicales libres mediante el 
ensayo FRAP y la actividad de secuestro de radicales libres mediante dos 
ensayos complementarios, ABTS y ORAC. Asimismo, se empleó como 
compuesto de referencia el hidroxitirosol (HTy, 2) por sus reconocidas 
propiedades antioxidantes.  
 
5.2.1. Caracterización antioxidante de los derivados acílicos de 
nitrohidroxitirosol 
5.2.1.1. Ensayo FRAP 
El NO2HTy (49) mostró una elevada actividad reductora y 
significativamente superior a la de su precursor natural, HTy (2). La capacidad 
antioxidante de los nuevos ésteres de nitrohidroxitirosilo (50–57) varió 
dependiendo de la longitud de la cadena lateral hidrocarbonada (Tabla 5.1). 
Así, mientras acetato (50) y butanoato de nitrohidroxitirosilo (51) presentaron 
una actividad antioxidante superior y similar a NO2HTy (49), respectivamente, el 
resto de compuestos de la serie (52–57) fueron menos activos que su precursor 
(49). En particular, los compuestos  decanoato (54), laurato (55), miristato (56) y 
palmitato de nitrohidroxitirosilo (57) vieron disminuida significativamente su 
potencia antioxidante alcanzando valores inferiores incluso al propio HTy (2). 
5.2.1.2. Ensayo ABTS 
El estudio de la capacidad de secuestro de radicales libres para NO2HTy 
(49) y sus acil derivados (50–57) ofreció una tendencia similar a la mostrada 
para el estudio de la capacidad reductora (ensayo FRAP). Dentro de los 
nitroderivados, el compuesto más destacable fue acetato de nitrohidroxitirosilo 
(50) que mostró una capacidad de secuestro de radicales libres superior a 
NO2HTy (49) seguido por el derivado acil butanoato (51), con actividad 
semejante al precursor (49). El resto de nitroderivados ensayados (52–57) 
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mostraron menor actividad antioxidante que NO2HTy, aunque mayor que HTy 
(2). Estos resultados ponen de manifiesto la positiva influencia que el grupo 
funcional nitro induce en la capacidad antioxidante de NO2HTy (49) y sus acil 
derivados (50–57), mejorando significativamente la actividad en comparación 
con el propio precursor natural, HTy (2) (Tabla 5.1). 
 
Tabla 5.1 
Determinación del poder reductor (FRAP) y capacidad de secuestro de radicales libres (ABTS 
y ORAC) de hidroxitirosol (2), nitrohidroxitirosol (49) y los ésteres de nitrohidroxitirosilo (50-57). Los 
valores representan la media ± la desviación estándar de tres determinaciones para los 
ensayos FRAP y ABTS y cuatro determinaciones para el ensayo ORAC. Los resultados se 
expresan como capacidad antioxidante equivalente al compuesto Trolox (TEAC, mM). 
Diferente letra dentro de la columna indica que los valores son diferentes estadísticamente (p 
< 0,05) 
 
Compuesto 
 
Ensayo FRAP 
(mM) 
Ensayo ABTS  
(mM) 
Ensayo ORAC  
(mM) 
  2* 1,39 ± 0,05e 0,84 ± 0,02g 1,92 ± 0,04d 
49 2,51 ± 0,04b 2,13 ± 0,07b 2,48 ± 0,04b 
50 3,02 ± 0,05a 2,42 ± 0,08a 2,61 ± 0,05a 
51 2,58 ± 0,03b 2,12 ± 0,06b 2,51 ± 0,04b 
52 2,21 ± 0,03c 1,86 ± 0,05c 2,22 ± 0,06c 
53 1,67 ± 0,02d  1,74 ± 0,05d 2,14± 0,04c 
54 0,68 ± 0,06f 1,68 ± 0,06d 1,94 ± 0,05d 
55 0,48 ± 0,05g 1,50 ± 0,05e 1,88 ± 0,04d 
56 0,35 ± 0,02h 1,35 ± 0,04f 1,63 ± 0,04e 
57 0,21 ± 0,03i 1,36 ± 0,06f 1,56 ± 0,05e 
*  Los valores de FRAP y ABTS de HTy (2) han sido publicados previamente 
por Mateos y cols (2008) y se incluyen con fines comparativos 
 
 
5.2.1.3. Ensayo ORAC 
Los resultados de la determinación de la capacidad de secuestro de 
radicales libres a través del ensayo ORAC para la serie acílica de compuestos 
nitroderivados (50–57) y sus precursores, NO2HTy (49) y HTy (2), están de 
acuerdo con los resultados presentados de los análisis FRAP y ABTS (Tabla 5.1). 
NO2HTy (49) mostró una potencia antioxidante superior a HTy (2) mientras que 
sus derivados acílicos mostraron diferente comportamiento en relación a la 
longitud de la cadena hidrocarbonada. Por ejemplo, la cadena corta del 
acetato (50) y butirato de nitrohidroxitirosilo (51) se asoció a una actividad 
superior o similar a NO2HTy (49), respectivamente, mientras que una longitud de 
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cadena superior (52–57) indujo una disminución significativa de la capacidad 
antioxidante. En general, casi todos los nitroderivados mostraron una 
capacidad antioxidante mayor (49–53) o de igual (54–55) potencia que HTy 
(2), excepto los derivados miristato (56) y palmitato de nitrohidroxitirosilo (57). 
 
5.2.2. Caracterización antioxidante de los derivados alquílicos de 
nitrohidroxitirosIlo 
5.2.2.1. Ensayo FRAP 
El análisis de la capacidad reductora de los nuevos éteres de 
nitrohidroxitirosilo (59‒62) también confirió resultados que muestran variaciones 
en función de la longitud de la cadena lateral hidrocarbonada (Tabla 5.2). Así, 
los derivados de menor cadena, etil éter (59) y butil éter (60) de 
nitrohidroxitirosilo, presentaron una actividad antioxidante de mayor e igual 
potencia que su precursor, NO2HTy (49), respectivamente. Sin embargo, un 
aumento de la longitud de la cadena produjo una disminución significativa de 
la actividad antioxidante para los compuestos hexil éter (61) y octil éter (62), 
alcanzando valores inferiores al propio HTy para el caso del nitroderivado de 
mayor longitud de cadena (62). 
5.2.2.2. Ensayo ABTS 
El estudio de la capacidad de secuestro de radicales libres de los 
derivados alquílicos de nitrohidroxitirosilo (59–62) ofreció un patrón bastante 
similar al obtenido para el ensayo FRAP. Los nitroderivados alquílicos más 
destacables por su acción antioxidante fueron los de menor longitud de 
cadena (etil éter y butil éter, 59–60). El resto de nitroderivados ensayados (61–
62) mostraron menor actividad antioxidante que NO2HTy (49), aunque siempre 
superior a la del propio precursor natural HTy (2) (Tabla 5.2). 
5.2.2.3. Ensayo ORAC 
Los resultados de la determinación de la capacidad de secuestro de 
radicales libres a través del ensayo ORAC para la serie alquílica de 
compuestos nitroderivados (59–62) y sus precursores, NO2HTy (49) y HTy (2), 
coincidieron en parte con los resultados de los análisis FRAP y ABTS (Tabla 5.2). 
Así, el compuesto más antioxidante en comparación con el NO2HTy (49) fue el 
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etil éter (59), mostrando a continuación una tendencia bajista de la actividad 
a medida que aumentaba la longitud de la cadena. Coincidiendo con los 
resultados del análisis ABTS, todos los compuestos ensayados fueron más 
antioxidantes que el precursor natural, HTy (2).  
 
Tabla 5.2 
Determinación del poder reductor (FRAP) y capacidad de secuestro de radicales libres 
(ABTS y ORAC) de hidroxitirosol (2), nitrohidroxitirosol (49) y los éteres de nitrohidroxitirosilo 
(59-62). Los valores representan la media ± la desviación estándar de tres determinaciones 
para los ensayos FRAP y ABTS y cuatro determinaciones para el ensayo ORAC. Los 
resultados se expresan como capacidad antioxidante equivalente al compuesto Trolox 
(TEAC, mM). Diferente letra dentro de la columna indica que los valores son diferentes 
estadísticamente (p < 0,05) 
 
Compuesto 
 
Ensayo FRAP 
(mM) 
Ensayo ABTS  
(mM) 
Ensayo ORAC  
(mM) 
2* 1,39 ± 0,05c 0,84 ± 0,02e 1,92 ± 0,04f 
49 2,51 ± 0,04b 2,13 ± 0,07a 2,48 ± 0,04b 
59 2,68 ± 0,03a 2,13 ± 0,03a 2,60 ± 0,05a 
60 2,52 ± 0.04b 2,00 ± 0,04b 2,36 ± 0,04c 
61 1,37 ± 0,05c 1,44 ± 0,04c 2,14 ± 0,03d 
62 1,01 ± 0,03d 1,26 ± 0,05d 2,01 ± 0,03e 
*  Los valores de FRAP y ABTS de HTy (2) han sido publicados 
previamente por Mateos y cols (2008) y se incluyen con fines 
comparativos 
 
 
5.2.3. Comparación de la actividad antioxidante de las dos series de 
compuestos derivados del nitrohidroxitirosol 
El análisis global de la caracterización de la actividad antioxidantes de los 
derivados acílicos (50–57) y alquílicos (59–62) mediante los ensayos FRAP, ABTS 
y ORAC, mostró la misma relación parabólica entre el poder antioxidante y la 
longitud de la cadena hidrocarbonada lateral, alcanzando un máximo al 
mismo número de átomos de carbono, acetato (50) y éter etílico (59), seguido 
de un descenso progresivo de la actividad a medida que aumentaba el 
tamaño de la cadena lateral (Figura 5.1). 
Si se compara la actividad antioxidante de compuestos con el mismo 
tamaño de cadena lateral pero distinta naturaleza química (serie acílica (50–
57) vs serie alquílica (59–62)) se observa una ligera menor actividad de la serie 
5. Resultados 
103 
 
alquílica que la acílica y dicha diferencia se acentúa para los compuestos más 
lipofílicos (61 y 62) (Ver Figura 5.1, Ensayo FRAP y ABTS).  
 
         
Figura 5.1 
Análisis comparativo de la capacidad antioxidante determinada mediante los ensayos FRAP, ABTS y ORAC 
de las dos series de compuestos derivados de NO2HTy con igual longitud de la cadena lateral, en 
comparación con HTy y NO2HTy. Los números en el eje de abscisas representan el número de átomos de 
carbono de la cadena lateral. Diferente letra (a ó b) indica diferencias significativas (p < 0,05) al comparar 
compuestos homólogos de la dos series. 
 
En general, los nitroderivados mostraron mejor capacidad de captación 
de radicales libres que actividad reductora, en particular para los compuestos 
más lipofílicos (Tablas 5.1 y 5.2). Estos resultados podrían estar señalando a la 
actividad de secuestro de radicales libres como el mecanismo preferente de 
actuación para los nitroderivados de HTy. 
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5.3. Estudio de la biodisponibilidad y metabolismo de los nitroderivados 
de HTy in vitro 
Con el fin de ahondar en el conocimiento de la función biológica de los 
nitroderivados de HTy seleccionados (nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49), acetato 
de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A, 50) y éter etílico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-
E, 59), en base a los resultados obtenidos tras la caracterización de su 
capacidad antioxidante in vitro, es importante conocer la biodisponibilidad y 
metabolismo en nuestro organismo. Así, se ofrecen los resultados del estudio 
del transporte y metabolismo en un sistema modelo del epitelio intestinal, 
mediante el uso de monocapas de células Caco-2. Además, se incluyen 
resultados procedentes del metabolismo hepático de estos compuestos en un 
sistema modelo celular del hígado, mediante el empleo de cultivos celulares 
de hepatoma humano HepG2. 
 
5.3.1.  Transporte y metabolismo de los compuestos fenólicos in vitro en 
células Caco-2 
5.3.1.1. Optimización del modelo celular de epitelio intestinal humano con 
células Caco-2  
En primer lugar se hizo necesario poner a punto el modelo de 
diferenciación celular de  las células de colon humano Caco-2 en el sistema 
de Transwell o bicameral. Se ensayaron distintas condiciones de siembra y 
mantenimiento previamente descritas en la bibliografía, utilizando dos 
determinaciones, la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y la prueba del 
Rojo Fenol, para valorar la estabilidad e integridad de la monocapa celular 
Caco-2 además de su monitorización por microscopio óptico.  
Tomando como referencia el protocolo de Hubatsch y cols. (2007), en el 
que se describe cómo realizar los ensayos de permeabilidad de fármacos a 
través de la monocapa de Caco-2, y a partir de un lote de células de pase 48 
proporcionado por el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad 
de Granada, se obtuvieron células diferenciadas estables. Las condiciones 
finalmente utilizadas implicó una siembra de 400.000 células por pocillo de 4,67 
cm2 (Transwell de 6 pocillos y 0,4 μm de tamaño de poro) mantenidas en 
medio DMEM rico en glucosa, HEPES, sin rojo fenol, suplementado con 10% de 
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FBS inactivado con calor para desnaturalizar las proteínas (45 min a 56ºC) 
además de un 1% de aminoácidos no esenciales, 10.000 U/mL de penicilina y 
1000 μg/mL de estreptomicina. Los Transwells utilizados, de mayor área que los 
del protocolo original (1,1cm2), permitían una monitorización más cómoda del 
desarrollo de la monocapa de células mediante el microscopio óptico, 
además de presentar mayor volumen apical y basolateral para toma de 
muestra y análisis complementarios de identificación de metabolitos. 
En la Figura 5.2 se representan los valores de TEER, que determina la 
resistencia de la monocapa de células Caco-2 al paso de la corriente 
eléctrica, durante los días postsiembra en las condiciones previamente 
descritas. Se observaron valores óptimos de resistencia en torno al décimo día 
postsiembra, que se mantuvieron hasta al menos los 25 días de registro. 
Aquellos pocillos que mostraban valores anormalmente más pequeños 
indicaban anomalías en la formación de la monocapa, no utilizándose para 
los ensayos. De manera general, los experimentos de transporte y metabolismo 
se llevaron a cabo a los 20-21 días postsiembra. 
 
Figura 5.2 
Evolución de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de las células Caco-2  
a lo largo del tiempo tras la siembra en el sistema de  Transwell 
 
 
Una vez evaluada la resistencia de la monocapa, y el mismo día de la 
puesta de condiciones con los compuestos fenólicos para llevar a cabo los 
estudios de biodisponibilidad, se reservaron dos pocillos para comprobar el 
estado de la monocapa mediante la prueba del Rojo Fenol. Este ensayo 
cuantifica el paso del colorante fenolsulfonftaleína (PSP) a través de la 
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monocapa de células Caco-2, dónde la transferencia del colorante PSP es 
inversamente proporcional a la integridad de la monocapa.  Así, se valoró la 
transferencia del colorante PSP en ambos sentidos, de modo que valores 
inferiores a 0,1 % de PSP en el lado contrario al de carga indicaban un estado 
óptimo de la monocapa de las células Caco-2 (Figura 5.3).  
  
Figura 5.3 
Porcentaje del colorante rojo fenol (fenolsulfonftaleína, PSP) en los compartimentos  
del Transwell tras su carga en el lado apical (izquierda) y basolateral (derecha)  
correspondiente a monocapas de células Caco-2 perfectamente diferenciadas 
 
5.3.1.2. Identificación y caracterización del metabolismo de los 
nitroderivados de HTy por células Caco-2  
Una vez evaluada la estabilidad de la monocapa de células Caco-2 se 
procedió al estudio del metabolismo de los nitrocatecoles.  
En la Figura 5.4 se representa el cromatograma correspondiente al análisis 
del medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de las células Caco-2 por 
HPLC-DAD, para conocer sus componentes y evitar interferencias con los 
nitroderivados de HTy y sus metabolitos. A partir de los 5 minutos se detectaron 
dos picos dominantes a tiempo de retención (TR) 10,4 y 12,4 min junto con 
otros tres picos a TR de 8,1, 14,4 y 16,0 min de menor intensidad, propios del 
medio de cultivo, y cuya caracterización nos permitió diferenciar aquellos 
resultantes del metabolismo propio de los nitrocatecoles. 
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Figura 5.4 
Perfil cromatográfico a λmax de 280 nm del medio de cultivo utilizado para el mantenimiento  
de las células Caco-2 
 
Los experimentos se realizaron con 100 μM de cada compuesto fenólico. 
Esta dosis es suprafisiológica, pues hasta 50 μM se consideran valores realistas 
de fenoles presentes en el lumen del tracto gastrointestinal (Covas y cols., 
2006a). Sin embargo se aumentó con objeto de facilitar la identificación de 
posibles metabolitos tanto extra como intracelularmente. 
A continuación, se adicionaron los nitroderivados de HTy apicalmente en 
experimentos independientes, disueltos en una solución acuosa con un 
pequeño porcentaje de DMSO para favorecer su disolución en agua al 
preparar la disolución madre, y ácido ascórbico para protegerlo de la 
oxidación, quedando una concentración final en el pocillo de 100 μM del 
fenol, 0,1% de DMSO y 300 μM de ácido ascórbico. Los fenoles se incubaron 
con las células Caco-2 durante 1, 2 y 4 h para evaluar una posible relación 
tiempo dependiente con el rendimiento de la metabolización. Mientras que 1 
y 2 h emulan el tiempo de permanencia en el tracto gastrointestinal, el tiempo 
de 4 h se seleccionó para favorecer la formación de metabolitos y obtener 
una mejor caracterización metabólica de estos compuestos. Todos los medios 
presentes en ambos lados de la monocapa de células, apical y basolateral, 
además del contenido citoplasmático, se caracterizaron por HPLC-DAD a la 
λmax de 280 nm. En general, además de los picos propios del medio de cultivo 
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se detectaron nuevos picos cromatográficos que sugirieron la formación de 
metabolitos a expensas de los respectivos precursores.  
 Seguidamente, con objeto de conocer la identidad molecular de los 
potenciales metabolitos se llevaron a cabo diferentes procedimientos:  
a) Comparación de TR y características espectrométricas con los 
compuestos estándares sintéticos. Así, los compuestos parentales fueron 
identificados por comparación con los espectros y TR de los patrones puros. Los 
picos cromatográficos de los posibles metabolitos se asignaron en base al 
espectro UV-vis, similar al del compuesto original, si bien su TR se vio modificado 
por las distintas conjugaciones producidas durante el metabolismo celular.  
b) Análisis y confirmación de las estructuras por espectrometría de masas 
acoplado a HPLC (LC-MS) en modo negativo. Esta técnica permite determinar 
la estructura de los metabolitos, glucuronidados, metilados o sulfatados y 
combinación entre ellos, pero no la posición de los grupos sustituyentes.  
c) Hidrólisis con la enzima β-glucuronidasa/sulfatasa de los metabolitos 
conjugados. El medio de cultivo que estuvo en contacto con las células Caco-
2 y que contiene los metabolitos derivados de los nitrocatecoles se trató con la 
enzima β-glucuronidasa/sulfatasa para determinar la presencia de derivados 
glucuronidados y/o sulfatados. De este modo, aquellos picos cromatográficos 
correspondientes a  metabolitos de esta naturaleza, desaparecieron tras la 
hidrólisis con el consiguiente aumento del precursor.  
d) Conjugación in vitro de los estándares puros y comparación con los 
obtenidos por biotransformación. Los derivados metilados y glucuronidados de 
nitrocatecoles se confirmaron tras el análisis cromatográfico de los compuestos 
obtenidos sintéticamente como se ha descrito en el apartado 4.3.3.2.  
5.3.1.2.1. Identificación de los metabolitos derivados de nitrohidroxitirosol (49) 
Previo a la incubación del patrón NO2HTy (49) con las células, se evaluó 
cromatográficamente disuelto en el medio de cultivo a la concentración de 
estudio, 100 μM. En la Figura 5.5 se muestra el cromatograma obtenido a 280 
nm, observando un intenso pico a TR de 13,4 min correspondiente al 
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compuesto 49 (Figura 5.5, panel A) y que no coeluía con el resto de los picos 
inherentes al medio ya descritos en la Figura 5.4.  
 
 
Figura 5.5 
Perfiles cromatográficos a max de 280 nm del compuesto nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49) a  
concentración de 100 μM disuelto en medio de cultivo (Panel A) y tras su incubación con  
células Caco-2 durante 4 horas en el compartimento apical (Panel B) y basolateral (Panel C) 
 
A continuación se llevó a cabo el estudio del metabolismo del nitrocatecol 
NO2HTy con las células Caco-2. En la figura 5.5 se representan los 
cromatogramas correspondientes al medio de cultivo de los compartimentos 
apical (Panel B) y basolateral (Panel C) tras la incubación de NO2HTy (49) con 
las células. Se detectaron seis picos (M1‒M6) aparte del compuesto parental 
NO2HTy (49) y los picos propios del medio. Todos mostraron un espectro UV-vis 
similar a NO2HTy, con desplazamientos bato- o hipsocrómicos de uno o dos 
máximos de absorción comprendidos entre 282 a 354 nm, indicando 
pertenecer al mismo grupo de compuestos (Ver anexo 9.5). 
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Seguidamente se procedió al análisis y caracterización de los metabolitos 
presentes en ambos compartimentos mediante los procedimientos citados 
anteriormente (apartado 5.3.1.2.). Los picos etiquetados como M1, M2 y M3 
aparecían a TR más pequeños que el NO2HTy (49) indicando una mayor 
naturaleza hidrofílica que el precursor. Además, desaparecieron tras practicar 
la hidrólisis enzimática con β-glucuronidasa/sulfatasa, con el subsiguiente 
incremento del área del pico correspondiente al compuesto parental. El pico 
M4, aunque de carácter más lipofílico que el NO2HTy, también despareció tras 
la hidrólisis enzimática. En paralelo, el análisis cromatográfico de la solución 
resultante tras llevar a cabo la reacción in vitro de glucuronidación de NO2HTy 
con la enzima UDP-glucuronil transferasa presente en la fracción microsomal 
de hígado de rata y ácido glucurónico, proporcionó dos picos 
cromatográficos a los mismos TR que M1 y M2: 9,1 y 9,3 min, respectivamente, 
e idénticas características espectrofotométricas UV-vis. Por último, el análisis 
mediante la técnica LC-MS mostró un ion cuasimolecular [M‒H]‒ a m/z 374 
para M1 y M2 junto con un pico a m/z 198 correspondiente a un ion formado 
por la pérdida del grupo glucurónido. Mientras que los picos cromatográficos 
M3 y M4 proporcionaron un ion [M‒H]‒ a 388 además de los iones-fragmento a 
m/z 374, 212 y 198 formados tras la pérdida de 14, 176 y 176+14 unidades de 
masa, propio de un radical metilo, un grupo glucurónido y la suma de ambos, 
respectivamente. Todos estos resultados permitieron confirmar la identidad de 
M1‒M2 como derivados monoglucuronidados de NO2HTy y M3‒M4 como 
derivados metilglucuronidados de NO2HTy (49).  
Por otra parte, los TR mayores de los metabolitos M5 y M6 (21,0 y 24,4 min, 
respectivamente) en comparación con NO2HTy (13,4 min) indicaban un 
carácter más lipofílico que el precursor. Además, estos picos cromatográficos 
mostraron el mismo TR y espectro UV-vis que dos metil derivados de NO2HTy 
obtenidos de forma sintética y no desaparecieron tras el tratamiento con la 
enzima β-glucuronidasa/sulfatasa. Estos resultados junto al análisis por LC-MS 
permitieron finalmente confirmar su estructura como derivados 
monometilados, al proporcionar un ion [M‒H]‒ a m/z 212 además del ión-
fragmento a relación m/z 198, correspondiente al precursor NO2HTy.  
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En la Tabla 5.3 se indican todos los datos tanto cromatográficos como 
espectroscópicos de los compuestos identificados tras el metabolismo de 
NO2HTy (49) con células Caco-2.  
 
Tabla 5.3 
Características cromatográficas y espectroscópicas de NO2HTy (49), NO2HTy-A (50) y NO2HTy-E (59)  
y los metabolitos formados tras su incubación con células Caco-2 
Compuesto PM 
TR 
(min) 
λmax 
(nm) 
[M‒H]‒  
(m/z) 
Ion 
fragmento 
(m/z) 
Estructura propuesta 
49 199 13,4 354, hombro a 308 198,0 150, 137 Nitrohidroxitirosol 
50 241 32,9 354, hombro a 306 240,0 150 Acetato de nitrohidroxitirosilo 
59 227 36,2 354, hombro a 312 226,0 151 Etil éter de nitrohidroxitirosilo 
M1 375 9,1 330 374,0 198 Monoglucuronidado de 49 
M2 375 9,3 290, hombro a 344  374,0 198 Monoglucuronidado de 49 
M3 389 10,0 282, hombro a 332 388,0 374, 212, 198 Metilglucuronidado de 49 
M4 389 14,0 292, hombro a 342 388,0 374, 212, 198 Metilglucuronidado de 49 
M5 213 21,0 352, hombro a 306 212,0 198 Metil derivado de 49 
M6 213 24,4 354, hombro a 306 212,0 198 Metil derivado de 49 
M7  417 26,6 292, hombro a 342 416,0 240 Glucuronidado de 50 
M8 403 29,2 292, hombro a 340 402,0 226 Monoglucuronidado de 59 
M9 403 29,9 292, hombro a 344 402,0 226 Monoglucuronidado de 59 
M10 417 31,0 326 416,0 240 Metilglucuronidado de 59 
M11 417 32,2 286, hombro a 342 416,0 240 Metilglucuronidado de 59 
PM: Peso molecular; TR: Tiempo de retención; λmax: longitud de onda del máximo de absorción;  
[M‒H]‒: Ion cuasimolecular; m/z: relación masa carga  
 
5.3.1.2.2. Identificación de los metabolitos derivados  de acetato de 
nitrohidroxitirosilo (50) 
El análisis cromatográfico del compuesto objeto de estudio, NO2HTy-A, 
disuelto en medio de cultivo a 100 μM previo a su incubación con las células 
Caco-2 (Figura 5.6, panel A), dio lugar a un pico intenso a TR de 32,9 min libre 
de interferencias con el resto de picos propios del medio. 
Por otra parte, el perfil cromatográfico obtenido tras el análisis del medio 
de cultivo presente en el compartimento apical (Figura 5.6, Panel B) y 
basolateral (Figura 5.6, Panel C), que albergaba los metabolitos generados a 
partir de NO2HTy-A (50) en contacto con las células Caco-2, mostraba una 
gran coincidencia con lo descrito previamente para el compuesto 49. Así, se 
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detectaron seis picos M1, M2, M3, M4, M5 y M6 de idénticas características 
espectroscópicas y TR que aquellos derivados del metabolismo de 49 (Figura 
5.5). Los ensayos complementarios para la identificación de metabolitos 
(síntesis in vitro, hidrólisis con la enzima β-glucuronidasa/sulfatasa y análisis por 
LC-MS) confirmó tratarse de los mismos derivados monoglucuronidados (picos 
M1 y M2), metilglucuronidados (M3 y M4) y monometilados de NO2HTy (picos 
M5 y M6), descritos en el apartado anterior (Tabla 5.3). 
 
 
Figura 5.6 
Perfiles cromatográficos a λmax de 280 nm del compuesto acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A, 50) a 
concentración de 100 μM disuelto en medio de cultivo (Panel A) y tras su incubación con células Caco-2 
durante 4 horas en el compartimento apical (Panel B) y basolateral (Panel C) 
 
Adicionalmente se detectó la presencia de un nuevo pico a 26,6 min con 
un espectro UV-vis indicativo de pertenecer al grupo de los nitroderivados (Ver 
anexo 9.5). Este pico etiquetado como M7, disminuyó significativamente tras el 
tratamiento con la enzima β-glucuronidasa/sulfatasa y tuvo lugar, de forma 
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concomitante, un incremento del área del compuesto parental (NO2HTy-A). 
Además, el análisis por LC-MS proporcionó un ion cuasimolecular [M‒H]‒ a m/z 
416 además del ion-fragmento a m/z 240, correspondiente al [NO2HTy-A]
‒ tras 
la pérdida de 170 unidades de masa propio de un grupo glucurónido. Todos 
los ensayos permitieron la inequívoca identificación del pico cromatográfico 
M7 como un conjugado monoglucuronidado del compuesto 50 (Tabla 5.3). 
5.3.1.2.3.  Identificación de los metabolitos derivados de etil nitrohidroxitirosil 
éter (59) 
De igual modo que con los anteriores nitroderivados, se caracterizó 
cromatográficamente el patrón NO2HTy-E (59) disuelto en el medio de cultivo 
(Figura 5.7, Panel A), proporcionando un pico a TR de 36,2 min. El análisis por 
HPLC-DAD del medio de cultivo tras la incubación del derivado alquílico 
NO2HTy-E con las células Caco-2 durante 4 h, arrojó cuatro picos etiquetados 
como M8, M9, M10 y M11 (Figura 5.7, paneles B y C correspondientes al lado 
apical y basolateral, respectivamente) al margen del precursor (59). La síntesis 
in vitro de los derivados glucuronidados de NO2HTy-E dio lugar a dos picos 
coincidentes en TR y espectro UV-vis con M8 y M9. El resultado de la reacción 
de hidrólisis con la enzima β-glucuronidasa/sulfatasa (desaparición de M8 y 
M9) junto con el espectro de masas ([M‒H]‒ a m/z 402 e ion-fragmento a m/z 
226) permitió la identificación de dos monoglucuronidados de NO2HTy-E (59). 
De forma semejante, los compuestos M10 y M11 desaparecieron por acción 
de la enzima β-glucuronidasa/sulfatasa sugiriendo la presencia de un grupo 
glucurónido, aunque el patrón de fragmentación por LC-MS difirió al mostrar 
un ion cuasimolecular [M‒H]‒ a m/z 416 y un pico a m/z 240, con una diferencia 
respecto a los compuestos M8 y M9 de 14 unidades de masa, propio de un 
radical metilo. Así, se pudo confirmar la identidad de M10 y M11 como 
derivados metilglucuronidados de NO2HTy-E (Ver Tabla 5.3).  
En general, no se obtuvieron conjugados sulfatados para ninguno de los 
tres nitrocatecoles tras su incubación con las células Caco-2.  
Los contenidos citoplasmáticos no mostraron ningún metabolito adicional 
a los descritos.   
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Los espectros de masas de todos los compuestos identificados del 
metabolismo de los nitrocatecoles se adjuntan en el anexo 9.4.  
 
 
Figura 5.7 
Perfiles cromatográficos a λmax de 280 nm del compuesto etil éter de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59)  
a concentración de 100 μM disuelto en medio de cultivo (Panel A) y tras su incubación con  
células Caco-2 durante 4 horas en el compartimento apical (Panel B) y basolateral (Panel C) 
 
5.3.1.3. Transporte transepitelial de los nitrocatecoles a través de la 
monocapa diferenciada de células Caco-2 
El estudio del transporte de los nitrocatecoles a través de la monocapa de 
células Caco-2 permitió determinar el sentido dominante de transferencia, 
absorción o eflujo. A partir del coeficiente de permeabilidad aparente (Paap), 
expresado en cm/s, se cuantificó la velocidad de transferencia en el sentido 
entrada desde la barrera trans-intestinal a la circulación portal (apical (AP)-
basolateral (BL)) y de salida (BL–AP), mediante experimentos independientes, 
incubando el compuesto en el compartimento contrario al de la transferencia. 
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Los valores Papp se calcularon a partir de los datos resultantes de la 
incubación durante 1h, dado que se ha descrito que tiene lugar un transporte 
lineal a períodos cortos de incubación y los metabolitos en general, 
representan una cantidad pequeña (Artursson y Karlsson, 1991). En la tabla 5.4 
se indican los valores del coeficiente Papp para los transportes en ambos 
sentidos (AP-BL y BL-AP), así como la relación entre ellos que informa sobre el 
índice de absorción (IA) (PappAP-BL/PappBL-AP) de los compuestos NO2HTy (49), 
NO2HTy-A (50) y NO2HTy-E (59) en células Caco-2. Los resultados muestran que, 
aunque los tres compuestos se transportan en ambos sentidos, las mayores 
velocidades de entrada que de salida (PappAP-BL > PappBL-AP) confirman un 
sentido preferente de entrada y por tanto, que son biodisponibles a nivel 
intestinal. Ahora bien, los compuestos lipofílicos (NO2HTy-A y NO2HTy-E) 
mostraron un coeficiente de IA similar y significativamente mayor que el 
calculado para el compuesto más polar, el precursor NO2HTy, lo que permite 
establecer una relación directa entre el grado de absorción y el carácter 
lipofílico del compuesto. 
 
Tabla 5.4 
Valores del coeficiente de permeabilidad aparente de entrada desde el compartimento apical  
al basolateral (PappAP-BL) y de salida desde el compartimento basolateral al apical (PappBL-AP)  
así como el índice de absorción (IA), determinado como el cociente (PappAP-BL/PappBL-AP).  
Los valores se expresan como la media ± desviación estándar de tres determinaciones 
 
Compuesto 
AP – BL 
(Papp, x 10-6 cm/s) 
BL – AP 
(Papp, x 10-6 cm/s) 
Índice de absorción 
(IA) 
49 47,7 ± 0,8 44,1 ± 1,9 1,1 ± 0,2a 
50 75,3 ± 0,4 52,9 ± 0,1 1,4 ± 0,1b 
59 75,1 ± 0,3 48,8 ± 0,3 1,5 ± 0,2b 
49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo. 59: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo.  
AP: Apical. BL: Basolateral. Papp: Coeficiente de permeabilidad aparente.  
Diferente letra indica que los valores son diferentes estadísticamente (p < 0,05) 
 
5.3.1.4. Cuantificación  de los metabolitos derivados de NO2HTy, NO2HTy-A 
y NO2HTy-E 
En la Tabla 5.5 se indican los porcentajes de los distintos nitrocatecoles y 
metabolitos cuantificados en ambos compartimentos apical y basolateral del 
transwell a los distintos tiempos de incubación apical (1, 2 y 4 horas), utilizando 
la recta de calibrado del respectivo compuesto parental. 
5. Resultados 
116 
 
Los resultados muestran una relación directa entre el tiempo de 
incubación y la cantidad transferida a través de la monocapa Caco-2, 
basado en los contenidos crecientes cuantificados en el compartimento 
basolateral a lo largo del tiempo. 
 Comparando los tres nitrocatecoles, el porcentaje total de compuestos, 
parental y metabolitos, en el compartimento basolateral tras una incubación 
de 4 h fue mayor para aquellos más lipofílicos (50,14 y 52,55% correspondiente 
a NO2HTy-A y NO2HTy-E, respectivamente) que para el precursor NO2HTy 
(29,99%), de acuerdo al mayor transporte descrito para los compuestos 
NO2HTy-A y NO2HTy-E.  
Respecto a la fracción absorbida, gran parte de la cantidad del 
compuesto NO2HTy permaneció sin metabolizar (80,76% a las 2 horas de 
incubación), mientras que los compuestos más grasos alteraron la proporción, 
registrando sólo valores de 17,30 y 32,94% para NO2HTy-A y NO2HTy-E, 
respectivamente (Tabla 5.5 y Figura 5.8). Ahora bien, cabe destacar para el 
caso del derivado acetilado, NO2HTy-A, que gran parte de los metabolitos 
identificados en el compartimento basolateral correspondían al producto 
NO2HTy, generado tras su hidrólisis, y que permanecía sin conjugar. Si 
consideramos el compuesto NO2HTy como parental, al no proceder de la 
acción de enzimas de fase II y lo sumamos al contenido de NO2HTy-A, el 
porcentaje de compuesto que se absorbe y permanece sin metabolizar 
ascendería a un 71,22% para NO2HTy-A. Estos resultados muestran que una 
porción importante de los nitrocatecoles, en particular NO2HTy y NO2HTy-A, 
escapan del metabolismo durante su transporte al compartimento basolateral, 
alcanzando el torrente sanguíneo como compuesto parental. 
Respecto a la naturaleza de los metabolitos, la mayor parte fueron 
derivados glucuronidados, seguidos de los metil glucuronidados y en último 
lugar los metil derivados.  
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Tabla 5.5 
Porcentajes de compuesto parental (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y metabolitos  
cuantificados en el compartimento apical (AP) y basolateral (BL) tras su incubación  
apical durante 1, 2 y 4 h con las células Caco-2 
 
% Compuestos identificados tras carga apical en células Caco-2 
   1 h 2 h 4 h 
NO2HTy AP Compuesto Parental 88,19 81,92 61,23 
  Glucuronidados 2,77 3,43 6,01 
  Metilglucuronidados 0,00 0,00 0,91 
  Metilados 1,83 1,76 1,86 
  % Metabolitos 4,60 5,19 8,78 
  % Total 92,79 87,11 70,01 
 BL Compuesto Parental 4,16 10,41 21,85 
  Glucuronidados 3,05 2,48 4,91 
  Metilglucuronidados 0,00 0,00 1,21 
  Metilados 0,00 0,00 2,02 
  % Metabolitos 3,05  2,48  8,14 
  % Total 7,21 12,89 29,99 
NO2HTy-A AP Compuesto Parental 15,85 15,84   1,44 
  Glucuronidados 3,76  7,24 13,54 
  Metilglucuronidados 0,00  0,70   1,23 
  Metilados 0,00 1,44   2,49 
  NO2HTy 61,25 39,01 31,16 
  % Metabolitos 65,01 48,39 48,42 
  % Total 80,86 64,23  49,86 
 BL Compuesto Parental 9,64 6,19   4,04 
  Glucuronidados 3,16 10,22 18,34 
  Metilglucuronidados 0,00 0,00   1,25 
  Metilados 0,00 0,07   1,86 
  NO2HTy 6,34 19,29 24,65 
  % Metabolitos 9,50 29,58 46,10 
  % Total 19,14 35,77 50,14 
NO2HTy-E AP Compuesto Parental 76,31 44,40 12,97 
  Glucuronidados 2,58 6,57 30,23 
  Metilglucuronidados 0,00 1,24   4,24 
  % Metabolitos 2,58 7,81 34,47 
  % Total 78,89 52,21 47,44 
 BL Compuesto Parental 10,73 15,75 11,54 
  Glucuronidados 10,38 29,66 36,23 
  Metilglucuronidados 0,00   2,38   4,79 
  % Metabolitos 10,38 32,04 41,02 
  % Total 21,11 47,79 52,56 
 
El contenido intracelular mostró niveles tanto de los metabolitos como de 
los compuestos parentales por debajo del límite de detección, lo que sugiere 
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la no acumulación intracelular de estos fenoles en los tiempos de incubación 
analizados. 
Como apoyo a la tabla 5.5, en la Figura 5.8 se representan las 
proporciones de los compuestos de estudio y sus metabolitos presentes en 
ambos compartimentos apical y basolateral del transwell, tras la incubación 
con las células Caco-2 a concentración de 100 μM a los distintos tiempos de 
incubación. Los compuestos identificados en el compartimento apical se 
muestran con colores lisos y aquellos hallados en el compartimento basolateral 
con colores rayados.  
 
Figura 5.8 
Porcentajes relativos de los compuestos parentales y metabolitos de los compuestos  
nitroderivados (49: NO2HTy; 50: NO2HTy-A; 59: NO2HTy-E), hallados en el compartimento  
apical (AP) y/o basolateral (BL) tras 1, 2 y 4 h de incubación con células Caco-2 tras una  
carga apical. El total del recuento de las fracciones metabolizadas y no  
metabolizadas en ambos compartimentos representa el  100%.   
 
Los resultados obtenidos del estudio de la biodisponibilidad intestinal 
permiten confirmar que los nitrocatecoles se absorben de forma proporcional 
al tiempo de incubación y naturaleza lipofílica del compuesto. 
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5.3.2. Biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fenólicos in vitro 
en células HepG2 
Se ha estudiado el metabolismo de NO2HTy (49), NO2HTy-A (50) y NO2HTy-E 
(59) en un sistema modelo in vitro con células de hepatoma humano, HepG2, 
por el interés de ahondar en el metabolismo de los compuestos que son 
absorbidos sin metabolizar a través del epitelio intestinal. 
5.3.2.1. Metabolismo hepático de los nitrocatecoles 
El modelo y las condiciones utilizadas para evaluar la biodisponibilidad de 
los nitrocatecoles, se basó en estudios previos realizados con fenoles del AOV 
(HTy, Ty y HTy-A) por el equipo de investigación (Mateos y cols., 2005b).  
En primer lugar se evaluó el medio de cultivo utilizado para el 
mantenimiento de las células HepG2 por HPLC-DAD, para conocer sus 
componentes y evitar interferencias con los nitroderivados de HTy y sus 
metabolitos (Figura 5.9). Así, se detectaron dos picos dominantes a TR de 10,1 y 
10,9 min junto con otros tres picos a TR de 11,5, 17,1 y 20,3 min de menor 
intensidad.  
 
  
 
Figura 5.9 
Perfil cromatográfico a λmax de 280 nm del medio de cultivo utilizado para el  
mantenimiento de las células HepG2 
 
Los experimentos se realizaron con 100 µM de cada compuesto fenólico 
disuelto en agua con una pequeña proporción de DMSO para favorecer la 
disolución del compuesto más lipofílico, además de 300 µM de ácido 
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ascórbico para protegerlo de la oxidación. Los fenoles se incubaron con las 
células HepG2 durante 2 y 18 horas para evaluar una posible relación tiempo 
dependiente con el rendimiento de la metabolización.  
Todos los medios del cultivo que estuvieron en contacto con las células 
HepG2, además del contenido citoplasmático, se caracterizaron por HPLC-
DAD a la λmax de 280 nm. En general, además de los picos propios del medio 
de cultivo se detectaron nuevos picos cromatográficos que sugerían la 
formación de metabolitos derivados del metabolismo de los nitrocatecoles por 
acción de las células HepG2. Gran parte de ellos coincidieron con los descritos 
en los estudios llevados a cabo con células Caco-2, a excepción de dos 
metabolitos (M12 y M13). Todos los compuestos se identificaron y 
caracterizaron siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en el 
apartado 5.3.1.2: reacciones de conjugación in vitro de los compuestos 
estándares puros, hidrólisis enzimática de los metabolitos y confirmación de las 
estructuras por LC-MS. En la Tabla 5.6 se recogen las características 
cromatográficas y espectroscópicas de los metabolitos identificados.   
5.3.2.2. Identificación y caracterización del metabolismo de los 
nitrocatecoles 
5.3.2.2.1.  Identificación de los metabolitos derivados de  nitrohidroxitirosol (49) 
El análisis cromatográfico del compuesto objeto de estudio, NO2HTy, 
disuelto en medio de cultivo a 100 µM previo a su incubación con las células 
HepG2 (Figura 5.10, panel A), dio lugar a un pico intenso (49) a TR de 12,2 min 
libre de interferencias con el resto de picos del medio. 
El metabolismo de NO2HTy tras la incubación con las células durante 18 h 
se caracterizó por la presencia en el medio de cultivo de un total de siete 
picos, presuntamente metabolitos, tras evaluar el espectro UV-vis (Figura 5.10, 
panel B). Las pruebas conducentes a la identificación de estos picos 
permitieron confirmar la identidad de los metabolitos M1 y M2 como derivados 
glucuronidados, M3 y M4 como derivados metilglucuronidados y M5 y M6 
como metil conjugados de NO2HTy, todos ellos ya descritos en los estudios de 
transporte y metabolismo con las células Caco-2. Adicionalmente, se obtuvo 
un nuevo pico etiquetado como M12 que desapareció tras practicar la 
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hidrólisis con la enzima β-glucuronidasa/sulfatasa. El patrón de fragmentación 
por LC-MS mostró un ion cuasimolecular [M–H]‒ a m/z 550 y dos iones-
fragmento a m/z 374 y 198, tras perder uno y dos grupos glucurónidos, 
respectivamente, confirmando así la identidad de M12 como un derivado 
diglucuronidado de NO2HTy (49). 
 
 
 
Figura 5.10 
Perfiles cromatográficos a λmax de 280 nm del compuesto nitrohidroxitirosol (49)  
a concentración de 100 μM disuelto en medio de cultivo (Panel A)  
y tras su incubación con células HepG2 durante 18 horas (Panel B)  
 
 
5.3.2.2.2. Identificación de los metabolitos derivados de acetato de 
nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A, 50) 
La caracterización  cromatográfica  del compuesto NO2HTy-A (50) disuelto 
en el medio de cultivo a la concentración de trabajo 100 μM, mostró un 
intenso pico a TR de 30,3 min (Figura 5.11, panel A) y que no coeluía con el 
resto de los picos inherentes al medio ya descritos. 
Por otra parte, el análisis cromatográfico del medio de cultivo (Figura 5.11, 
Panel B) procedente del metabolismo de NO2HTy-A con las células HepG2, 
resultó ser idéntico al descrito para el compuesto NO2HTy (Ver Figura 5.10, 
Panel B), al mostrar de nuevo los metabolitos M1-M6 y M12. Estos resultados 
evidencian la hidrólisis extensiva que sufre el derivado acílico a su precursor, el 
compuesto NO2HTy, que a su vez continúa la ruta metabólica propia de las 
enzimas de fase II, generando los ya caracterizados derivados 
diglucuronidados, glucuronidados, metilados y metilglucuronidados.  
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Figura 5.11 
Perfiles cromatográficos a λmax de 280 nm del compuesto acetato de nitrohidroxitirosilo (50)  
a concentración de 100 μM disuelto en medio de cultivo (Panel A)  
y tras su incubación con células HepG2 durante 18 horas (Panel B)  
 
5.3.2.2.3. Identificación de los metabolitos derivados de etil nitrohidroxitirosil éter 
(NO2HTy-E, 59)  
De igual modo que con los anteriores nitroderivados, se caracterizó 
cromatográficamente el patrón NO2HTy-E (59) disuelto en el medio de cultivo 
(Figura 5.12, Panel A, TR a 33,8 min). Por otro lado, el análisis por HPLC-DAD del 
medio de cultivo tras la incubación del derivado alquílico NO2HTy-E con las 
células HepG-2 durante 18 h dio lugar a cinco picos etiquetados como M8-
M11 y M13  (Figura 5.12, panel B). M8-M11 mostraron las mismas características 
cromatográficas y espectroscópicas que aquellos metabolitos previamente 
descritos para el metabolismo de NO2HTy-E con las células Caco-2, donde M8 
y M9 eran los derivados glucuronidados mientras que M10 y M11 los metil 
derivados de NO2HTy-E. Respecto al nuevo metabolito M13, su desaparición 
tras practicar la reacción de hidrólisis con la enzima -glucuronidasa/sulfatasa 
junto con el espectro de masas ([M‒H]‒ a m/z 578 y dos iones-fragmento a m/z 
402 y 226) permitió la identificación de M13 como un derivado 
diglucuronidado de NO2HTy-E.  
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Figura 5.12 
Perfiles cromatográficos a max de 280 nm del compuesto etil nitrohidroxitirosil éter (59)  
a concentración de 100 μM disuelto en medio de cultivo (Panel A)  
y tras su incubación con células HepG2 durante 18 horas (Panel B) 
 
 
 
Tabla 5.6 
Características cromatográficas y espectroscópicas de NO2HTy (49), NO2HTy-A (50)  
y NO2HTy-E (59) y los metabolitos formados tras su incubación con células HepG2 
Compuesto PM 
TR 
(min) 
λmax  
(nm) 
[M‒H]‒  
(m/z) 
Ion 
fragmento 
(m/z) 
Estructura propuesta 
49 199 12,2 354, hombro a 308 198,0 150, 137 Nitrohidroxitirosol 
50 241 30,3 354, hombro a 306 240,0 150 Acetato de nitrohidroxitirosilo 
59 227 33,8 354, hombro a 312 226,0 151 Etil éter de nitrohidroxitirosilo 
M12 551 7,1  290 550,0 374,198 Diglucuronidado de 49 
M1 375 9,3 330 374,0 198 Monoglucuronidado de 49 
M2 375 10,2 290, hombro a 344  374,0 198 Monoglucuronidado de 49 
M3 389 10,6 282, hombro a 332 388,0 374, 212, 198 Metilglucuronidado de 49 
M4 389 13,2 292, hombro a 342 388,0 374, 212, 198 Metilglucuronidado de 49 
M5 213 18,8 352, hombro a 306 212,0 198 Metil derivado de 49 
M6 213 21,3 354, hombro a 306 212,0 198 Metil derivado de 49 
M8 403 27,5 292, hombro a 340 402,0 226 Monoglucuronidado de 59 
M9 403 28,3 292, hombro a 344 402,0 226 Monoglucuronidado de 59 
M10 417 29,7 326 416,0 240 Metilglucuronidado de 59 
M11 417 30,5 286, hombro a 342 416,0 240 Metilglucuronidado de 59 
M13 579 19,2 288 578,0 402, 226 Diglucuronidado de 59 
PM: Peso molecular; TR: Tiempo de retención; [M‒H]
‒
: Ion cuasimolecular 
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No se identificaron conjugados sulfatados para ninguno de los tres 
nitrocatecoles tras su incubación con las células HepG2. En los contenidos 
citoplasmáticos, sólo se detectaron trazas de aquellos metabolitos mayoritarios 
y no se identificó ningún compuesto adicional a los descritos.   
Los espectros de masas y UV-vis se recogen en los anexos 9.4 y 9.5. 
Las posibles diferencias observadas en el TR tanto para los patrones como 
los metabolitos comunes caracterizados en los dos estudios de 
biodisponibilidad, intestinal y hepático, se deben al uso de dos equipos 
cromatográficos diferentes aunque con iguales especificaciones técnicas 
(Agilent Serie 1200), a pesar de trabajar con la misma columna e idénticas 
condiciones cromatográficas.  
5.3.2.3. Cuantificación del metabolismo de los nitrocatecoles tras 2 y 18 h 
de incubación con células HepG2. Análisis comparativo.  
Se ha llevado a cabo la cuantificación de los compuestos nitroderivados y sus 
metabolitos en el medio de cultivo extracelular tras 2 y 18 h en contacto con 
las células HepG2 (Figura 5.13). En esta ocasión sólo se muestra la figura y no la 
tabla con el ánimo de simplificar la presentación de los resultados. El 
porcentaje de los compuestos detectados sin metabolizar en el medio de 
cultivo tras 2 horas correspondió a un 100%, 60,6% y 97,3% para NO2HTy (49), 
NO2HTy-A (50) y NO2HTy-E (59), respectivamente. Estos datos evidencian una 
absorción y metabolización limitada a tiempos cortos de incubación. El mayor 
porcentaje obtenido para el derivado acetilado, NO2HTy-A, es debido a la 
extensa hidrólisis que sufre para generar el precursor NO2HTy. Sin embargo no 
se identificaron metabolitos derivados de la acción de las enzimas de fase II 
para los compuestos NO2HTy y NO2HTy-A. Por el contrario, el compuesto 
NO2HTy-E generó un derivado glucuronidado que representó un 2,7 % del total.  
La incubación tras 18 h ofreció un perfil metabólico completamente 
distinto, como se desprende de las pequeñas fracciones de los compuestos 
parentales sin metabolizar, 11,9%, 0,0% y 6,3% para NO2HTy, NO2HTy-A y 
NO2HTy-E, respectivamente (Figura 5.13). Los tres compuestos fueron 
biotransformados por acción de las enzimas de fase II, en particular UDP-
glucuronosiltransferasa y COMT, para generar derivados glucuronidados, 
metilados y/o metilglucuronidados, principalmente. La extensa hidrólisis que 
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sufrió el compuesto NO2HTy-A a su precursor NO2HTy a diferencia del derivado 
alquílico, marca la principal diferencia entre ambos, a priori con parecido 
coeficiente de absorción. En cuanto a la proporción de metabolitos 
identificados, cabe destacar la mayor proporción de derivados 
glucuronidados generados del metabolismo del compuesto NO2HTy-E frente a 
los otros nitroderivados (72,0%, 56,0% y 57,1% para NO2HTy-E, NO2HTy-A y 
NO2HTy, respectivamente), contrario a lo que ocurre con los derivados 
metilados (0,0%, 1,5%, 1,5% para  NO2HTy-E, NO2HTy-A y NO2HTy, 
respectivamente).  
Por otro lado, no se cuantificaron metabolitos en los lisados celulares, 
hallándose únicamente trazas de los compuestos parentales y metabolitos 
para ambos tiempos de incubación. Este hecho sugiere de nuevo la limitada 
acumulación intracelular de todos los compuestos. 
Los resultados confirmaron la absorción y gran metabolización de los 
nitroderivados por las células HepG2, directamente proporcional al tiempo de 
incubación y naturaleza lipofílica del compuesto, probablemente por la mayor 
facilidad de atravesar la bicapa lipídica de la membrana. 
 
Figura 5.13 
Porcentajes relativos de los compuestos de estudio (49: NO2HTy; 50: NO2HTy-A; 59: NO2HTy-E),  
hallados en el medio de cultivo extracelular tras 2 y 18 h de incubación con  
células HepG2 en presencia de 100 μM de los compuestos nitroderivados 
 
49 (2h) 49 (18h) 50 (2h) 50 (18h) 59 (2h) 59 (18h)
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5.4. Evaluación de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de los 
nitroderivados de HTy en modelos experimentales de daño 
cerebral 
Con el fin de evaluar el efecto neuroprotector de NO2HTy (49) y los 
nitroderivados lipofílicos seleccionados, acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-
A, 50) y éter etílico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59), se llevaron a cabo 
distintas determinaciones que abarcaron estudios in vitro y ex vivo. Todos ellos 
estuvieron encaminados al estudio de la capacidad antioxidante y la posible 
relación con el efecto neuroprotector que estos compuestos fenólicos 
presentan en un sistema biológico como es el animal de experimentación. 
Asimismo, se emplearon con fines comparativos el compuesto de referencia 
antioxidante hidroxitirosol (HTy) y los análogos lipofílicos, acetato de 
hidroxitirosilo (HTy-A) y éter etílico de hidroxitirosilo (HTy-E), a fin de valorar la 
capacidad antioxidante y las diferencias entre ambas series de nitrocatecoles 
y catecoles.  
 
5.4.1. Resultados correspondientes a los experimentos in vitro  
5.4.1.1. Resultados de las variables del tejido cerebral sometido a 
inducción química 
5.4.1.1.1. Resultados de las variables de estrés oxidativo en tejido 
5.4.1.1.1.1.  Determinación de la peroxidación lipídica 
Se determinaron los valores de TBARS a fin de valorar el proceso de 
peroxidación lipídica en el tejido sin inducir.  
En la Tabla 5.7 se muestran los valores de peroxidación lipídica sin 
inducción química del tejido e incubación con los diferentes compuestos 
fenólicos, serie nitrocatecol (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y serie catecol (HTy, 
HTy-A y HTy-E), en un rango de concentraciones creciente (0,1-500 M). Los 
TBARS se representan con el valor medio y error estándar (media ± EEM). 
 
  
5. Resultados 
127 
 
Tabla 5.7 
Valores (Media ± EEM) de TBARS (µmol/mg proteína) en tejido cerebral tras la incubación con  
diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E)  
y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 1,15 ± 0,05 1,15 ± 0,05 1,15 ± 0,05 3,99 ± 0,38 3,99 ± 0,38 3,99 ± 0,38 
0,1 1,17 ± 0,06 1,18 ± 0,04 1,20 ± 0,08 3,97 ± 0,41 3,98 ± 0,33 3,16 ± 0,36 
1 1,18 ± 0,06 1,08 ± 0,16 1,19 ± 0,08 3,88 ± 0,45 4,00 ± 0,44 3,18 ± 0,54 
5 1,16 ± 0,07 1,21 ± 0,06 1,22 ± 0,06 3,29 ± 0,08 3,21 ± 0,08 3,25 ± 0,67 
10 1,19 ± 0,09 1,17 ± 0,04 1,23 ± 0,09 3,84 ± 0,31 3,82 ± 0,55 3,11 ± 0,45 
50 1,22 ± 0,06 1,16 ± 0,03 1,18 ± 0,08 3,49 ± 0,70 3,75 ± 0,57 3,21 ± 0,65 
100 1,12 ± 0,05 1,20 ± 0,03 1,21 ± 0,06 3,70 ± 0,49 3,09 ± 0,18 3,24 ± 0,28 
500 1,11 ± 0,06 1,21 ± 0,06 1,23 ± 0,05 3,66 ± 0,46 3,21 ± 0,22 3,25 ± 0,39 
NO2HTy. Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. TBARS: Productos de 
reacción con ácido tiobarbitúrico 
 
En un primer apartado de inducción química, se indujo el daño oxidativo 
en el tejido animal con FeAs (100 µM) permitiendo así cuantificar el índice de 
peróxidos lipídicos formados en su comparación con el tejido sin inducir (Figura 
5.14).   
 
Figura 5.14 
Cuantificación de los productos de reacción con ácido tiobarbitúrico (TBARS) en tejido sometido a 
inducción química con sulfato ferroso y ácido ascórbico (FeAs) respecto a valores en tejido no inducido 
 
En la Tabla 5.8 se muestran los valores de peroxidación lipídica tras un 
proceso de inducción química del tejido (FeAs, 100 M) e incubación con los 
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diferentes compuestos fenólicos, serie nitrocatecol (NO2HTy, NO2HTy-A y 
NO2HTy-E) y serie catecol (HTy, HTy-A y HTy-E), en un rango de concentraciones 
creciente (0,1-500 M). Los valores de TBARS se representan con el valor medio 
y error estándar (media ± SEM). 
 
Tabla 5.8 
Valores (media ± EEM) de TBARS (µmol/mg proteína) en tejido cerebral inducido químicamente con Fe/Vit C, 
tras la incubación con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y 
NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 2,30 ±  0,16 2,44 ± 0,11 2,43 ± 0,13 2,30 ± 0,16 2,44 ± 0,11 2,43 ± 0,13 
0 + FeAs 7,37 ±  0,12 7,37 ± 0,12 7,37 ± 0,12 7,37 ± 0,12 7,37 ± 0,12 7,37 ± 0,12 
0,1 5,87 ±  0,36 5,42 ± 0,11 4,90 ± 0,52 4,59 ± 0,32 5,55 ± 0,21 4,53 ± 0,25 
1 5,18 ±  0,68 4,67 ± 0,29 4,39 ± 0,40 4,36 ± 0,27 5,09 ± 0,36 4,31 ± 0,38 
5 4,96 ±  0,21 3,18 ± 0,24 3,25 ± 0,20 4,99 ± 0,23 4,73 ± 0,20 4,15 ± 0,51 
10 4,52 ±  0,59 3,89 ± 0,47 3,31 ± 0,52 3,33 ± 0,23 2,75 ± 0,14 1,85 ± 0,26 
50 3,24 ±  0,32 3,42 ± 0,88 2,11 ± 0,18 1,78 ± 0,07 1,97 ± 0,18 1,93 ± 0,16 
100 1,87 ±  0,15 2,79 ± 0,79 1,97 ± 0,18 2,23 ± 0,30 1,64 ± 0,16 1,94 ± 0,17 
500 2,16 ±  0,31 2,68 ± 0,39 2,31 ± 0,35 3,54 ± 1,15 3,68 ± 0,77 2,21 ± 0,19 
IC50 (M) 35,30 ± 13,52 9,64 ± 2,28 5,81 ± 0,37 11,35 ± 4,06 6,78 ± 0,72 3,88 ± 1,58 
NO2HTy. Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo.  
FeAs: Sulfato ferroso + Ácido ascórbico (100 µM). IC50: Concentración inhibitoria 50%.  
TBARS: Productos de reacción con ácido tiobarbitúrico 
 
En términos generales se observó una reducción de los valores de TBARS en 
los compuestos nitroderivados de HTy (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) aunque 
con valores de IC50 superiores a los que presentaron los compuestos 
precursores (HTy, HTy-A y HTy-E). En la Figura 5.15 se representan gráficamente 
los valores de TBARS en una relación concentración-efecto tras la incubación 
con los compuestos. Así, se muestran los valores de TBARS representados según 
las series de nitrocatecoles (arriba) o catecoles (abajo).  
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Figura 5.15 
Curva concentración-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (izquierda) y catecoles 
(HTy, HTy-A y HTy-E) (derecha) en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de 
producción de TBARS) 
 
A la vista de los resultados, cabe destacar que ambos derivados lipofílicos 
de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A y NO2HTy-E) mostraron una significativa 
reducción de la peroxidación lipídica en comparación con NO2HTy aunque 
este efecto fue mayor para los derivados lipofílicos de hidroxitirosol (HTy-A y 
HTy-E) logrando una mayor potencia antiperoxidativa con valores de IC50 
inferiores a 10 M. 
5.4.1.1.1.2. Determinación del contenido intracelular de radicales libres 
Se llevó a cabo la determinación del contenido intracelular de EROs 
espectrofluorométricamente a través de la inducción química del tejido con t-
BOOH. Los valores de fluorescencia mostraron un aumento significativo en el 
tejido sometido a la inducción química con t-BOOH respecto al tejido no 
inducido (Figura 5.16). 
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Figura 5.16 
Cuantificación de la fluorescencia como medida del contenido intracelular de EROs  
en el tejido sometido a la inducción química con t-BOOH respecto al tejido no inducido 
En la siguiente tabla de datos (Tabla 5.9) se muestran los resultados (media 
± EEM) correspondientes a los valores de fluorescencia como parámetro de 
medida del contenido intracelular de EROs en el proceso de inducción con t-
BOOH descrito anteriormente.  
Tabla 5.9 
Valores (media ± EEM) de EROs (fluorescencia UA/100 mg tejido) en tejido cerebral inducido químicamente 
con t-BOOH, tras la incubación con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles (NO2HTy, 
NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 2,25 ± 0,01 4,12 ± 0,02 4,19 ± 0,15 5,30 ± 0,16 2,44 ± 0,11 5,43 ± 0,13 
0 + t-BOOH 11,56 ± 0,66 18,29 ± 1,59 18,51 ± 1,87 25,52 ± 1,82 14,92 ± 1,67 21,32 ± 1,66 
1 9,57 ± 0,78 14,88 ± 1,57 13,89 ± 1,17 17,08 ± 1,36 14,15 ± 1,82 18,96 ± 1,76 
5 10,14 ± 0,75 12,52 ± 1,48 12,83 ± 1,80 14,04 ± 0,66 11,12 ± 2,58 15,07 ± 1,01 
10 9,03 ± 0,80 10,26 ± 1,14 6,35 ± 0,80 11,62 ± 1,00 9,15 ± 1,45 12,15 ± 1,70 
50 9,37 ± 0,96 10,00 ± 1,65 7,57 ± 0,65 12,97 ± 2,29 8,05 ± 1,23 9,61 ± 0,85 
100 9,26 ± 0,85 10,52 ± 1,63 10,17 ± 2,98 17,25 ± 3,16 9,15 ± 1,00 9,04 ± 0,69 
500 9,99 ± 0,75 12,29 ± 1,59 11,64 ± 2,30 24,27 ± 2,36 12,97 ± 1,20 12,75 ± 1,02 
IC50 (M) > 500 12,90 ± 5,14 8,67 ± 0,49 8,92 ± 2,88 9,71 ± 3,61 13,83 ± 6,66 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. IC50: Concentración 
inhibitoria 50%. t-BOOH: tert-butilhidroxiperóxido. EROs: Especies reactivas de oxígeno 
 
El análisis del efecto antioxidante de los compuestos representados según 
las series de nitrocatecoles y catecoles, se observó una fuerte caída de los 
valores de fluorescencia en las muestras de tejido que fueron incubadas 
principalmente con los derivados lipofílicos de ambas series de compuestos 
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(Figura 5.17), con  una IC50 de 12,90 y 8,67 M para NO2HTy-A y NO2HTy-E, 
respectivamente y 9,71 y 13,83 M para HTy-A y HTy-E, respectivamente (Ver 
tabla 5.9). Respecto a los precursores de ambas series, cabe destacar el alto 
valor de IC50 para el NO2HTy, superior a 500 M, a diferencia de su análogo HTy 
con un valor de IC50 en torno a 9 M (Figura 5.17, tabla 5.9). 
  
 
 
Figura 5.17 
Curva concentración-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (arriba) y  
catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) (abajo) en términos de porcentajes de cambio respecto al  
tejido inducido (100% de producción de fluorescencia) 
 
Asimismo, a fin de cuantificar el daño, se obtuvieron valores de lactato 
deshidrogenasa (LDH) como medida indirecta de muerte celular. El tejido 
cerebral tras la inducción química durante 180 minutos con t-BOOH permitió 
cuantificar valores de muerte celular respecto al tejido sin inducir (Figura 5.18). 
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Figura 5.18 
Cuantificación de LDH en tejido sometido a inducción química  
con t-BOOH respecto a tejido no inducido 
 
En la Tabla 5.10 se muestran los resultados (media ± EEM) correspondientes 
a los valores de LDH en tejido cerebral sometido a inducción química con t-
BOOH (100 µM) e incubación con los diferentes compuestos fenólicos, 
nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y sus precursores (HTy, HTy-A y 
HTy-E), en un rango de concentraciones creciente (1-500 M). 
 
Tabla 5.10 
Valores (media ± EEM) de LDH (UA/mg tejido) muestras de tejido cerebral inducido químicamente con  
t-BOOH, tras la incubación con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles  
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 0,25 ± 0,01 0,25 ± 0,02 0,19 ± 0,02 0,25 ± 0,01 0,25 ± 0,02 0,19 ± 0,02 
0 + t-BOOH 1,19 ± 0,07 1,26 ± 0,05 1,16 ± 0,20 1,20 ± 0,12 1,23 ± 0,09 1,21 ± 0,09 
1 0,98 ± 0,05 0,84 ± 0,09 1,03 ± 0,20 0,93 ± 0,10 1,22 ± 0,03 0,95 ± 0,07 
5 0,89 ± 0,11 0,96 ± 0,09 0,99 ± 0,19 0,72 ± 0,03 0,95 ± 0,07 0,80 ± 0,03 
10 0,90 ± 0,05 0,85 ± 0,04 0,55 ± 0,10 0,58 ± 0,06 0,81 ± 0,08 0,78 ± 0,06 
50 0,86 ± 0,07 0,80 ± 0,08 0,42 ± 0,90 0,69 ± 0,07 0,78 ± 0,07 0,67 ± 0,05 
100 0,83 ± 0,13 0,76 ± 0,09 0,62 ± 0,12 0,82 ± 0,10 0,66 ± 0,06 0,77 ± 0,07 
500 0,93 ± 0,18 1,03 ± 0,13 0,93 ± 0,17 1,27 ± 0,11 0,93 ± 0,06 1,09 ± 0,05 
IC50 (M) > 500 > 500 9,99 ± 1,26 12,86 ± 1,02 > 500 > 500 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. IC50: Concentración 
inhibitoria 50%. t-BOOH: terc-butilhidroxiperóxido 
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Los resultados vislumbraron una disminución máxima de los valores de 
muerte celular a una concentración en torno a 50‒100 M para casi todos los 
compuestos fenólicos estudiados, con una IC50 superior a la máxima 
concentración ensayada de 500 M, a excepción de los compuestos NO2HTy-E 
y HTy, que mostraron una actividad neuroprotectora mayor con valores de IC50 
en torno a 10 M. (Ver Tabla 5.10). En un análisis global, cabe destacar que el 
HTy mostró el mejor perfil neuroprotector de todos los compuestos ensayados, 
seguido de NO2HTy-E (Figura 5.19). 
 
 
 
Figura 5.19 
Curva concentración-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (Figura arriba) y  
catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) (Figura abajo) en términos de porcentajes de cambio  
respecto al tejido inducido (100% de producción de LDH) 
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5.4.1.1.1.3. Determinación del sistema de defensa antioxidante Glutatión 
La capacidad de defensa antioxidante se cuantificó a través de los niveles 
de GSH y GSSG tras la incubación con DEM, sustancia que reduce los 
depósitos de GSH.  
Los valores de GSH disminuyeron significativamente en el tejido sometido a 
la inducción química respecto al tejido sin inducir siendo este comportamiento 
contrario para los valores de GSSG expresados en porcentaje respecto a 
glutatión total (Figuras 5.20 y 5.21, respectivamente). 
 
 
Figura 5.20 
Cuantificación de  glutatión reducido (GSH) en tejido sometido a inducción química con  
maleato de dietilo (DEM) respecto al tejido no inducido 
 
 
Figura 5.21 
Cuantificación del porcentaje de glutatión oxidado (GSSG) respecto a glutatión total (GSH-GSSG) en tejido 
sometido a inducción química con maleato de dietilo (DEM) en comparación con el tejido no inducido 
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En estas condiciones, el tejido fue incubado en concentraciones 
crecientes de los diferentes compuestos fenólicos, obteniéndose los siguientes 
resultados que muestran los valores de GSH (Tabla 5.11) y valores de %GSSG 
respecto a GSH+GSSG (Tabla 5.12), en tejido cerebral sometido a inducción 
química con t-BOOH (100 µM) e incubación con ambas series de 
nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E), 
en un rango de concentraciones creciente (1‒500 M). 
Tabla 5.11 
Valores (media ± EEM) de GSH (mol/g tejido) en muestras de tejido cerebral inducido químicamente con 
DEM, tras la incubación con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles  
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 22,65 ±1,76 22,65 ± 1,76 22,65 ± 1,76 14,64 ± 1,58 14,64 ± 1,58 14,64 ± 1,58 
0 + DEM 13,75 ± 1,27 12,29 ± 0,82 14,34 ± 0,85 5,78 ± 0,40 5,78 ± 0,40 5,78 ± 0,40 
0,1 15,55 ± 1,27 13,26 ± 0,80 13,98 ± 1,16 6,50 ± 0,28 7,66 ± 0,42 7,20 ± 0,27 
1 13,42 ± 1,50 12,97 ± 0,57 12,43 ± 0,93 6,26 ± 0,22 6,38 ± 0,90 9,95 ± 0,49 
10 12,01 ± 0,77 12,84 ± 0,93 12,14 ± 0,78 7,64 ± 0,30 7,13 ± 0,59 9,50 ± 1,09 
100 14,68 ± 1,95 12,68 ± 0,67 11,65 ± 1,56 6,78 ± 0,33 6,28 ± 0,43 9,91 ± 0,83 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. DEM: Maleato de dietilo. 
GSH: Glutatión reducido 
 
Tabla 5.12 
Valores (media ± EEM) de % GSSG respecto a GSH+GSSG en muestras de tejido cerebral inducido 
químicamente con DEM, tras la incubación con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles 
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 28,33 ± 1,55 28,33 ± 1,55 28,89 ± 3,69 28,99 ± 2,23 28,99 ± 2,23 28,99 ± 2,23 
0 + DEM 32,86 ± 2,11 32,86 ± 2,11 32,86 ± 2,11 37,31 ± 1,70 37,30 ± 1,70 37,30 ± 1,70 
0,1 33,37 ± 1,17 29,73 ± 1,55 34,18 ± 2,31 35,20 ± 1,11 37,30 ± 1,70 37,30 ± 1,70 
1 35,70 ± 2,08 30,33 ± 2,18 39,52 ± 3,36 31,64 ± 0,67 34,76 ± 5,48 30,77 ± 3,38 
10 41,74 ± 9,81 33,11 ± 1,91 42,48 ± 2,09 31,16 ± 0,59 28,41 ± 1,51 32,37 ± 2,56 
100 35,54 ± 1,58 30,80 ± 2,97 36,50 ± 3,58 31,22 ± 0,86 31,86 ± 1,25 32,84 ± 2,13 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. DEM: Maleato de dietilo. 
GSSG: Glutatión oxidado 
 
Los resultados no mostraron diferencias significativas en los niveles de GSH 
(Figura 5.22) y GSSG (Figura 5.23) tras la incubación con las diferentes 
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concentraciones de los compuestos fenólicos respecto a las muestras controles 
inducidas con DEM, a excepción del derivado lipofílico HTy-E cuya incubación 
con el tejido manifestó una ligera recuperación de los niveles de GSH. 
 
Figura 5.22 
Curva concentración-efecto de los compuestos fenólicos (serie nitrocatecol y catecol)  
en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de GSH) 
 
 
Figura 5.23 
Curva concentración-efecto de los compuestos fenólicos (serie nitrocatecol y catecol)  
en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de GSSG) 
 
5.4.1.2. Resultados de las variables del tejido cerebral sometido a hipoxia-
reoxigenación 
5.4.1.2.1. Variables de estrés oxidativo 
5.4.1.2.1.1. Determinación de productos de la peroxidación lipídica (MDA) 
La capacidad antiperoxidativa fue determinada tras la inducción del 
daño oxidativo a través del modelo experimental HR. Los valores de TBARS 
aumentaron significativamente en el tejido sometido a la inducción química 
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respecto al tejido sin inducción transcurrido el periodo último de reoxigenación 
del proceso (Figura 5.24). 
 
Figura 5.24 
Cuantificación de los TBARS en tejido sometido a hipoxia- reoxigenación (HR) respecto a valores basales 
 
En la siguiente tabla de datos (Tabla 5.13) se muestran los resultados 
medios (media ± EEM) correspondientes a los valores de TBARS, como índice 
de producción de peróxidos lipídicos, en tejido cerebral sometido al modelo 
experimental HR y simultánea incubación con los diferentes compuestos 
fenólicos, nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y sus precursores (HTy, 
HTy-A y HTy-E). 
Tabla 5.13 
Valores (media ± EEM) de TBARS (µmol/mg proteína) en muestras de tejido cerebral sometidas al  
proceso de HR, tras la incubación con diferentes concentraciones de los derivados  
nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 1,19 ± 0,01 1,19 ± 0,01 1,19 ± 0,01 3,05 ± 0,13 3,18 ± 0,20 3,18 ± 0,20 
0 + HR 11,97 ± 0,04 11,97 ± 0,04 11,97 ± 0,04 13,06 ± 1,13 13,06 ± 1,13 13,06 ± 1,13 
1 11,81 ± 0,07 11,73 ± 0,06 11,67 ± 0,11 15,72 ± 1,63 8,15 ± 0,81 13,96 ± 0,20 
5 11,62 ± 0,18 11,56 ± 0,07 11,67 ± 0,01 9,42 ± 0,95 8,87 ± 1,08 10,86 ± 0,21 
10 11,66 ± 0,04 10,49 ± 0,08 10,73 ± 0,18 7,98 ± 0,73 4,01 ± 0,45 7,67 ± 0,20 
50 11,58 ± 0,07 11,34 ± 0,05 11,43 ± 0,12 6,93 ± 0,42 2,95 ± 0,34 6,30 ± 0,18 
100 11,50 ± 0,06 11,32 ± 0,04 10,33 ± 0,14   3,72 ± 0,39   2,67 ± 0,35   3,27 ± 0,03 
500 10,94 ± 0,04 10,91 ± 0,03 10,83 ± 0,10   2,27 ± 0,30   2,20 ± 0,31   1,19 ± 0,03 
IC50 (M) > 500 > 500 > 500 52,41 ± 5,60   6,60 ± 0,58 76,03 ± 2,38 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenación. IC50: Concentración inhibitoria 50%. TBARS: Productos de reacción con ácido tiobarbitúrico. 
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Tras el análisis de los resultados se observó cómo los compuestos 
nitrocatecoles no mostraron una capacidad antiperoxidativa significativa tras 
el proceso HR, a diferencia de la serie de compuestos catecoles con valores 
de IC50 de 52,41, 6,60 y 76,03 M para HTy, HTy-A y HTy-E, respectivamente.   
Este hecho evidencia una falta de potencia antiperoxidativa tras la 
inducción del daño por HR en los compuestos nitroderivados, contrario a la 
actividad antioxidante manifestada por la serie catecol (Figura 5.25).  
 
 
 
Figura 5.25 
Curva concentración-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E)  
(arriba) y los catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) (abajo) en términos de porcentajes  
de cambio respecto al tejido inducido (100% de producción de TBARS) 
 
5.4.1.2.1.2. Determinación del sistema de defensa antioxidante Glutatión 
Se determinó la capacidad de defensa antioxidante a través de la 
cuantificación de los niveles de GSH y GSSG tras el modelo experimental HR, 
observándose una disminución significativa en los niveles de GSH así como un 
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incremento en el porcentaje en su forma oxidada (GSSG) (Figuras 5.26 y 5.27, 
respectivamente). 
 
Figura 5.26 
Cuantificación GSH en tejido sometido al proceso experimental  
de HR respecto a valores basales 
 
 
 
Figura 5.27 
Cuantificación del porcentaje de GSSG respecto a glutatión total en tejido  
sometido al proceso experimental de HR respecto a valores basales 
 
Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación, han puesto 
de manifiesto que sólo la concentración de 100 µM modifica la reducción y 
aumento de GSH y GSSG respectivamente, en el modelo de HR. Por ello, se 
procedió a la incubación con la concentración mencionada de los distintos 
compuestos utilizados en el presente estudio. 
En las siguientes tablas de datos se muestran los resultados (media ± EEM) 
correspondientes a los valores de GSH (Tabla 5.14) y GSSG (Tabla 5.15) tras el 
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proceso de HR y simultánea incubación con 100 M de los compuestos de 
ambas series de catecoles y nitrocatecoles. 
 
Tabla 5.14 
Valores (media ± EEM) de GSH (mol/g tejido) en muestras de tejido cerebral tras el modelo experimental de 
HR e incubación con la concentración de 100 M de los derivados nitrocatecoles  
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 12,92 ± 0,69 12,92 ± 0,69 12,92 ± 0,69 13,01 ± 0,77 13,01 ± 0,77 13,01 ± 0,77 
0 + HR 3,81 ± 0,62 3,81 ± 0,62 3,81 ± 0,62 4,75 ± 0,57 4,75 ± 0,57 4,75 ± 0,57 
100 3,76 ± 0,43 3,15 ± 0,57 4,10 ± 0,34 7,55 ± 0,46 7,47 ± 0,32 7,58 ± 0,32 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenación. GSH: Glutatión reducido 
 
Tabla 5.15 
Valores (media ± EEM) % GSSG respecto a GSH+GSSG en muestras de tejido cerebral tras el modelo 
experimental de HR e incubación con la concentración de 100 M de los derivados nitrocatecoles  
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 16,63 ± 0,84 16,63 ± 0,84 16,63 ± 0,84 16,06 ± 1,06 16,06 ± 1,06 16,06 ± 1,06 
0 + HR 36,06 ± 2,22 36,06 ± 2,22 36,06 ± 2,22 25,66 ± 2,27 25,66 ± 2,27 25,66 ± 2,27 
100 37,47 ± 1,65 39,38 ± 1,05 38,17 ± 3,06 17,59 ± 1,07 18,43 ± 1,49 16,87 ± 0,84 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenación. GSSG: Glutatión oxidado 
 
A continuación se muestra un análisis comparativo de los compuestos 
nitrocatecoles (Figura 5.28) y los catecoles (Figura 5.29) de la actividad de 
defensa antioxidante del sistema glutatión. Se pudo comprobar que los 
compuestos nitroderivados de HTy no mostraron diferencias significativas para 
ambas determinaciones. Por el contrario, la actividad de glutatión en su forma 
reducida y oxidada sí se vio modificada tras la incubación con los compuestos 
precursores, en particular para la forma oxidada (GSSH), que recuperó los 
niveles basales. 
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Figura 5.28 
Cuantificación de los valores de glutatión reducido (GSH) (Figura  izquierda) y oxidado (GSSG,  
expresado en porcentaje respecto a glutatión total)(Figura derecha) en el tejido sometido al  
modelo experimental de hipoxia-reoxigenación e incubado con los compuestos  
nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A, NO2HTy-E) a concentración de 100 M 
 
 
      
Figura 5.29 
Cuantificación de los valores de glutatión reducido (GSH) (Figura izquierda) y oxidado (GSSG,  
expresado en porcentaje respecto a glutatión total)(Figura derecha) en el tejido sometido al  
modelo experimental de hipoxia-reoxigenación e incubado con los compuestos  
catecoles (HTy, HTy-A, HTy-E) a concentración de 100 M 
 
5.4.1.2.1.3. Variables de muerte celular 
Los valores de muerte celular en el tejido sometido a un proceso de 
hipoxia-reoxigenación mostraron un aumento significativo respecto a valores 
basales (Figura 5.30). 
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Figura 5.30 
Cuantificación de lactato deshidrogenasa (LDH) en tejido sometido a HR respecto a valores basales 
 
En la Tabla 5.16 se muestran los resultados medios (media ± EEM) 
correspondientes a los valores de LDH, como índice de muerte celular, en 
tejido cerebral sometido a un modelo de HR e incubación con los diferentes 
compuestos fenólicos, nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y sus 
precursores (HTy, HTy-A y HTy-E), en un rango de concentraciones creciente (1-
500 M). 
Tabla 5.16 
Valores (media ± EEM) de LDH (UA/mg tejido) en muestras de tejido cerebral tras el modelo experimental HR 
e incubación con diferentes concentraciones de los derivados nitrocatecoles  
(NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) 
 
Concentración 
(M) 
NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
0 0,25 ± 0,02 0,25 ± 0,02 0,25 ± 0,02 0,55 ± 0,04 0,55 ± 0,04 0,55 ± 0,04 
0 + HR 1,96 ± 0,04 1,96 ± 0,04 1,96 ± 0,04 3,13 ± 0,10 3,13 ± 0,10 3,13 ± 0,10 
1 1,67 ± 0,06 1,70 ± 0,09 1,71 ± 0,11 2,94 ± 0,41 3,34 ± 0,31 2,38 ± 0,09 
5 1,70 ± 0,20 1,76 ± 0,13 1,60 ± 0,08 2,00 ± 0,16 2,60 ± 0,48 1,95 ± 0,13 
10 1,72 ± 0,14 1,72 ± 0,08 1,44 ± 0,08 2,08 ± 0,08 2,93 ± 0,57 1,76 ± 0,10 
50 1,47 ± 0,13 1,69 ± 0,19 1,31 ± 0,05 1,96 ± 0,25 1,20 ± 0,21 0,97 ± 0,12 
100 1,30 ± 0,13 1,52 ± 0,17 1,50 ± 0,10 1,88 ± 0,02 0,79 ± 0,12 0,78 ± 0,03 
500 2,80 ± 0,17 2,78 ± 0,21 1,98 ± 0,18 1,80 ± 0,17 0,60 ± 0,21 1,18 ± 0,14 
IC50 (M) > 500 > 500 > 500 165,00 ± 2,80 13,36 ± 1,25 28,10 ± 2,89 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenación. LDH: Lactato deshidrogenasa 
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Los compuestos nitroderivados de HTy redujeron parcialmente la muerte 
celular inducida por el modelo HR (Ver Tabla 5.16), como se desprende de los 
altos valores obtenidos para el parámetro IC50, superior a la máxima 
concentración evaluada de 500 M. Los compuestos NO2HTy y NO2HTy-A 
ofrecieron su mayor actividad a la concentración de 100 M mientras que 
NO2HTy-E resultó comparativamente ser más activo al reducir el daño 
significativamente con 50 M (Figura 5.31). Por otro lado, la serie catecol 
mostró mayor actividad que la serie nitrocatecol, con valores de IC50 
significativamente más pequeños, en particular para los compuestos más 
lipofílicos, 13,36 y 28,10 M para HTy-A y HTy-E, respectivamente.  
 
 
 
 
 
Figura 5.31                                                                 
Curva concentración-efecto de los nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) (arriba) y catecoles (HTy, 
HTy-A y HTy-E) (abajo) en términos de porcentajes de cambio respecto al tejido inducido (100% de LDH) 
 
Asimismo y considerando una única concentración (100 M), se llevó a 
cabo un estudio comparativo de los compuestos nitrados y sus precursores 
(Figura 5.32) donde se pudo comprobar cómo los derivados lipofílicos ofrecían 
un mejor perfil neuroprotector que sus respectivos precursores en ambas series, 
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nitrocatecol y catecol. Cabe citar también que los derivados alquílicos HTy-E y 
NO2HTy-E produjeron el máximo efecto de neuroprotección tras el modelo 
experimental HR. 
 
Figura 5.32 
Cuantificación de los valores LDH expresado en términos de porcentajes respecto las muestras controles 
(100% de producción de LDH). Análisis comparativo de los compuestos nitroderivados (NO2HTy,  
NO2HTy-A, NO2HTy-E) y sus precursores (HTy, HTy-A, HTy-E) a concentración de 100 M 
 
 
5.4.2. Resultados correspondientes a los experimentos ex vivo 
En la Tabla 5.17 se muestran los resultados medios (media ± EEM) 
correspondientes a los valores de TBARS y LDH, como índices de peroxidación 
lipídica y muerte celular, respectivamente. Se expresan los valores tras la 
administración oral durante 7 días de 20 mg/kg de los compuestos estudiados 
y posterior aplicación del modelo experimental HR en cortes cerebrales de 
ratas. Los valores de TBARS y LDH son expresados según el grupo experimental 
tras el tratamiento con el compuesto fenólico respecto a un valor control HR y 
un control absoluto sin tratamiento.  
Tabla 5.17 
Valores (media ± EEM) de TBARS (nmol/mg prot) y LDH (UA/mg tejido) en muestras de tejido cerebral tras el 
tratamiento oral (20 mg/kg/día) de los derivados nitrocatecoles (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) y  
catecoles (HTy, HTy-A y HTy-E) y posterior desarrollo del modelo experimental HR  
 
 Control HR NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
TBARS  3,64 ± 0,34 8,73 ± 0,53 8,47 ± 0,45 8,30 ± 0,32 8,12 ± 0,64 5,14 ± 0,50 3,65 ± 0,26 2,56 ± 0,14 
LDH  0,12 ± 0,02 3,16 ± 0,10 3,79 ± 0,12 3,98 ± 0,16 3,01 ± 0,06 2,51 ± 0,08 2,11 ± 0,06 1,83 ± 0,02 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo. 
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Éter etílico de hidroxitirosilo. HR: Hipoxia-
reoxigenación. LDH: Lactato deshidrogenasa. TBARS: Productos de reacción con ácido tiobarbitúrico  
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Los nitroderivados de HTy no evitaron el daño inducido con el modelo HR 
al mostrar niveles de TBARS y LDH similares al control positivo, tejido cerebral sin 
tratar con los compuestos fenólicos. En cambio, la serie catecólica fue capaz 
de minimizar el estrés sometido al tejido cerebral, en particular los compuestos 
más lipofílicos, HTy-A y HTy-E.  
 
5.5. Estudio del efecto de los nitroderivados de HTy sobre la actividad 
COMT 
Con el fin de valorar el efecto neuroprotector de los nitrocatecoles 
seleccionados, nitrohidroxitirosilo (NO2HTy, 49), acetato de nitrohidroxitirosilo 
(NO2HTy-A, 50) y éter etílico de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59) en la EP, se 
llevaron a cabo estudios ex vivo e in vivo. Todos estos estudios estuvieron 
encaminados a evaluar la potencia inhibidora de dichos compuestos sobre la 
actividad COMT a través del estudio de diferentes marcadores o metabolitos 
generados del catabolismo de la dopamina (DA).  Asimismo, se emplearon 
con fines comparativos el compuesto de unidad catecol hidroxitirosol (HTy, 2) 
así como el inhibidor comercial Ro 41–0960.  
 
5.5.1. Estudio en tejido 
5.5.1.1. Efecto sobre la DA y sus metabolitos  
El tratamiento agudo, basado en una única administración intraperitoneal, 
mostró un claro y significativo incremento en el contenido de DA intracelular 
en el estriado para los compuestos Ro 41–0960, HTy y NO2HTy, en comparación 
con el control salino con aumentos de 123,6, 118,9 y 119,6%, respectivamente 
(Figura 5.33). Por el contrario, NO2HTy-A (105,8%) y NO2HTy-E (104,8%) no 
mostraron diferencias significativas respecto al control, aunque sí respecto al 
inhibidor comercial Ro 41–0960 (Figura 5.33).  
En el análisis de los resultados obtenidos tras la administración crónica 
durante cinco días, la Figura 5.33 también muestra que los compuestos 
fenólicos produjeron un incremento significativo de DA intracelular, que fue 
muy superior cuando se compara con los datos del tratamiento agudo, en 
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especial para los compuestos HTy (137,0%) y NO2HTy-E (123,6%); sin embargo,  
no se encontraron diferencias significativas cuando se compararon ambos 
tipos de tratamientos en el caso de NO2HTy, NO2HTy-A y el inhibidor comercial 
Ro 41–0960 con porcentajes de aumento de 113,7, 114,3 y 122,5%, 
respectivamente.  
 
Figura 5.33 
Efecto de los tratamientos agudo y crónico sobre el contenido de DA en el estriado 
 
El análisis del ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), metabolito de la DA, 
mostró un aumento significativo del contenido intracelular en el estriado en 
ambos tratamientos de carácter agudo y crónico (Figura 5.34). Los mayores 
valores de DOPAC se observaron tras la administración intraperitoneal del 
inhibidor comercial Ro 41–0960 (agudo, 234,6%; crónico, 225,5%), cuando se 
comparó con el control salino. De forma similar, la administración de HTy 
produjo un incremento significativo respecto al control salino, aunque no se 
hallaron diferencias derivadas del tipo de administración del compuesto 
(agudo, 152,7%; crónico, 155,1%). Por el contrario, la administración crónica de 
los compuestos nitroderivados sí arrojó resultados que evidencian un aumento 
de los niveles de DOPAC tras una administración prolongada en el tiempo. Este 
hecho se pone especialmente de manifiesto en la Figura 5.34 para los 
derivados lipofílicos, NO2HTy-A y NO2HTy-E, mostrando un aumento significativo 
de los niveles del metabolito en comparación con el tratamiento agudo: 
NO2HTy-A (agudo, 146,7%; crónico, 181,8%) y NO2HTy-E (agudo, 122,7%; 
crónico, 195,8%). Por su parte, para el compuesto nitro-precursor, NO2HTy, se 
observó un aumento, aunque no fue significativo, del metabolito tras la 
administración crónica, frente al tratamiento agudo (agudo, 131,3%; crónico, 
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167,6%). Como ya se ha descrito anteriormente, el inhibidor comercial Ro 41–
0960 ofreció los valores más elevados de DOPAC, en comparación con el 
grupo control, aunque no se hallaron diferencias significativas entre ambos 
tipos de tratamientos.  En la línea de estos resultados, cabe destacar que el 
derivado lipofílico NO2HTy-E produjo un aumento similar al observado por el 
inhibidor comercial tras una administración crónica del compuesto (Ro 41–
0960, 225,5%; NO2HTy-E, 195,8%). 
 
Figura 5.34 
Efecto de los tratamientos agudo y crónico sobre el contenido de DOPAC en el estriado 
 
 
El análisis del contenido intracelular en el estriado de otro metabolito de la 
DA, el ácido homovanílico (HVA), mostró diferencias estadísticamente 
significativas cuando se administró el inhibidor comercial Ro 41–0960 y se 
comparó con el grupo control y los compuestos fenólicos. De hecho, la 
administración crónica de Ro 41–0960 mostró una fuerte reducción en el 
contenido de HVA en el estriado, el cual, no se observó en el resto de 
compuestos. No obstante, se puede constatar que la administración crónica 
produjo una disminución de los niveles del metabolito en comparación con el 
tratamiento agudo para cada uno de los compuestos fenólicos, aunque no 
fue significativa respecto al control salino. La Figura 5.35 muestra la notable 
disminución de los niveles de HVA observada para el compuesto Ro 41–0960 
tras su administración crónica (13,1%) y, por parte de los compuestos fenólicos, 
la menor disminución observada: HTy (102,5%); NO2HTy (95,7%); NO2HTy-A 
(83,9%) y NO2HTy-E (86,5%).  
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Figura 5.35 
Efecto de los tratamientos agudo y crónico sobre el contenido de HVA en el estriado 
 
 
5.5.2. Estudio en dializado: microdiálisis 
5.5.2.1. Estudio de la perfusión intracerebral de los compuestos 
La perfusión del inhibidor comercial Ro 41–0960, a una concentración 
20M, produjo un incremento significativo de 136,0% sobre el valor basal de los 
niveles extracelulares de DOPAC con una respuesta prolongada en el tiempo 
(Figura 5.36). Al mismo tiempo, se observó una disminución, también 
estadísticamente significativa, de los valores de HVA, que presentaron la 
misma tendencia de mantenimiento y larga duración en el tiempo que los de 
DOPAC. Por el contrario, los valores extracelulares del ácido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) permanecieron constantes en las muestras de 
dializado durante todo el tiempo que duró el análisis (Figura 5.36).  
 
Figura 5.36 
Efecto de la perfusión de Ro 41-0960 20 M sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA  
en el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales 
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El estudio del efecto del compuesto fenólico HTy, en muestras de dializado, 
mostró un claro y significativo aumento de los valores de DOPAC respecto a 
niveles basales con un incremento de 143,5%, que fue superior al obtenido por 
el inhibidor comercial. Sin embargo, a diferencia de Ro 41–0960, el HTy no 
presentó un efecto duradero sobre el metabolito DOPAC manteniéndose 
poco tiempo más que el intervalo de perfusión. Por el contrario, los valores de 
HVA mostraron una disminución significativa respecto a valores basales, 
aunque no tan acusada como el compuesto comercial, pero sí sostenida en el 
tiempo. Los niveles de 5-HIAA se mantuvieron constantes sin cambios 
significativos (Figura 5.37).  
 
Figura 5.37 
Efecto de la perfusión de HTy 20 M sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA  
en el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales 
 
La perfusión del nitrocatecol NO2HTy presentó efecto sobre los metabolitos 
estudiados proporcional al tiempo de perfusión de una hora. En la Figura 5.38 
se puede apreciar un aumento significativo de los niveles extracelulares de 
DOPAC con un incremento de 125,0% respecto a los valores basales. De igual 
forma, se obtuvieron diferencias significativas para el metabolito HVA, con una 
disminución ligeramente más sostenida en el tiempo. No se hallaron diferencias 
significativas en los valores de 5-HIAA (Figura 5.38).  
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Figura 5.38 
Efecto de la perfusión de NO2HTy 20 M sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA en el 
estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales 
 
El estudio de perfusión del derivado éster lipofílico, NO2HTy-A, condujo a 
observar un comportamiento sobre los metabolitos estudiados más 
prolongado en el tiempo. Cabe destacar el incremento de los valores de 
DOPAC y disminución de HVA respecto a niveles basales estadísticamente 
significativos (figura 5.39). En particular, se produjo un aumento de 125,0% en 
los valores de DOPAC y una disminución de 82,9% en los valores de HVA, 
respecto a las muestras de dializado basales. No se encontraron diferencias 
significativas para 5-HIAA manteniéndose sus valores constantes durante el 
tiempo de estudio (Figura 5.39).  
 
Figura 5.39 
Efecto de la perfusión de NO2HTy-A 20 M sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA en 
el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales 
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El derivado éter de carácter también lipofílico, NO2HTy-E, presentó una 
tendencia similar a su análogo acílico (Figura 5.40). Es por esto que su efecto 
fue también prolongado en el tiempo, siguiendo después de la perfusión de 
dicho compuesto, con diferencias significativas sobre los metabolitos DOPAC y 
HVA, obteniéndose un incremento en los niveles de DOPAC de 128,0% y una 
disminución en los niveles de HVA de 75,5%, respecto a los niveles basales. De 
igual forma a los anteriores compuestos estudiados, los valores de 5-HIAA se 
mantuvieron constantes sin presentar diferencias significativas a lo largo del 
tiempo. 
 
Figura 5.40 
Efecto de la perfusión de NO2HTy-E 20 M sobre los niveles de los metabolitos DOPAC, HVA y 5-HIAA  
en el estriado. * Muestra diferencias significativas respecto a niveles basales 
 
5.5.2.2. Efecto sobre la DA y sus metabolitos 
a) En un primer análisis se compara el efecto de los diferentes compuestos 
estudiados sobre los niveles extracelulares de DOPAC. Con ello se puso de 
manifiesto la tendencia al aumento de los niveles de este metabolito de la DA 
respecto a los niveles basales y el tipo de respuesta a lo largo del tiempo 
(Figura 5.41). 
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Figura 5.41 
Efecto de la perfusión 20 M de los compuestos Ro 41-0960, HTy, NO2HTy,  
NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de DOPAC en el estriado 
 
b) En un segundo apartado se muestra el análisis del efecto de los 
compuestos a diferentes tiempos de retención sobre los metabolitos de la DA 
(DOPAC y HVA), así como el ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), estudiados a 
través de microdiálisis. En la Figura 5.42 se puede observar que los valores 
extracelulares de DOPAC mostraron un incremento significativo a tiempos de 
75 y 105 minutos en relación a los niveles basales. En estos tiempos de 
retención, coincidiendo con el intervalo de perfusión, se observó un 
incremento en los valores de DOPAC para todos los compuestos estudiados, 
alcanzando el HTy valores significativamente superiores respecto al propio 
inhibidor comercial Ro 41–0960.  Sin embargo, a tiempo de retención de 135 
minutos coincidiendo con el final del tiempo de perfusión, el NO2HTy mostró un 
fuerte descenso de sus valores seguido del HTy. Los nitroderivados lipofílicos, 
NO2HTy-A y NO2HTy-E, ofrecieron una mejor respuesta manteniendo los valores 
de DOPAC elevados respecto a niveles basales durante más tiempo. Fuera del 
tiempo de perfusión, a 180 minutos, todos los compuestos estudiados sufrieron 
una disminución significativa de sus valores de DOPAC, a excepción de Ro 41–
0960 con una tendencia al aumento y, por tanto, prolongada en el tiempo.                                                                                                                                                                                 
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Figura 5.42 
Estudio comparativo a diferentes tiempos de retención tras la perfusión 20 M de los compuestos  
Ro 41-0960, HTy, NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de DOPAC en el estriado 
 
 
El estudio de los niveles extracelulares de HVA a diferentes tiempos de 
retención permitió analizar, de igual forma, el comportamiento de los 
diferentes compuestos a lo largo del tiempo (Figura 5.43). Cabe destacar la 
fuerte y significativa disminución de los niveles del metabolito por acción del 
Ro 41–0960, ya apreciable en el minuto 105 y que fue en aumento en los 
tiempos siguientes. En contraposición, los compuestos fenólicos estudiados no 
mostraron una disminución acusada de los niveles de HVA. En un desglose por 
tiempos, a 75 minutos, no fueron significativas las diferencias pero sí a tiempo 
de 105 minutos. Sin embargo, el efecto sobre los niveles de HVA no fue 
sostenido en el tiempo, recuperando valores próximos a los basales a tiempo 
de 135 minutos y 180 minutos. De entre todos los compuestos fenólicos 
estudiados, el que mostró un efecto más significativo de disminución de los 
niveles de HVA fue el derivado lipofílico NO2HTy-E.  
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Figura 5.43 
Estudio comparativo a diferentes tiempos de retención tras la perfusión 20 M de los compuestos 
 Ro 41-0960, HTy, NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de HVA en el estriado 
 
El estudio del efecto de estos compuestos sobre los niveles extracelulares 
de 5-HIAA, a diferentes tiempos de retención durante la toma de muestras por 
microdiálisis cerebral, mostró un comportamiento estable de sus valores que 
fue sostenido en el tiempo, sin observar ningún cambio significativo en dichos 
niveles (Figura 5.44). 
 
Figura 5.44 
Estudio comparativo a diferentes tiempos de retención tras la perfusión 20 M de los compuestos  
Ro 41-0960, HTy, NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E sobre los niveles de 5-HIAA en el estriado 
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6.1. Síntesis y determinación estructural de las nuevas sustancias 
6.1.1. Preparación de ésteres de nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49) 
La síntesis de los ésteres de NO2HTy (50‒57) se ha llevado a cabo en dos 
pasos a partir de HTy (2). En una primera etapa, se ha hecho reaccionar el HTy 
con nitrito sódico en condiciones controladas de pH y temperatura para, en 
una segunda etapa, proceder a la esterificación del NO2HTy (49) así obtenido 
mediante un procedimiento propuesto por nuestro grupo y ampliamente 
utilizado para la esterificación del HTy (Alcudia y cols., 2004; Trujillo y cols., 2006) 
(Esquema 6.1). 
 
Esquema 6.1 
Esquema general para la síntesis de los nuevos ésteres de nitrohidroxitirosol 
 
Para ello se ha utilizado HTy aislado y purificado a partir del alpeorujo 
como material de partida. En el primer paso se ha utilizado un procedimiento 
descrito previamente por Napolitano y cols. (2004), y que ha sido ligeramente 
modificado en esta Tesis, lo que ha permitido aumentar el rendimiento del 60 
al 80% en la nitración del HTy de partida. Dichas modificaciones han consistido 
en la utilización de una mayor concentración y un menor tiempo de reacción, 
consiguiéndose de esta manera minimizar la sobrenitración del anillo 
aromático. El NO2HTy, obtenido como un sólido amarillo, ha sido esterificado 
posteriormente por reacción con el correspondiente éster metílico o etílico 
(acetato [C2:0], butanoato [C4:0], hexanoato [C6:0], octanoato [C8:0], 
decanoato [C10:0], laurato [C12:0], miristato [C14:0] o palmitato [C16:0]) en 
presencia de ácido p-toluenosulfónico (pTsOH) como catalizador ácido (Trujillo 
y cols., 2006). Así se han obtenido ocho ésteres de nitrohidroxitirosilo, 50‒57 
(Esquema 6.1), cuya síntesis se describe por primera vez en esta Memoria, con 
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rendimientos que han variado entre moderados y excelentes (véase apartado 
5.1).  
Todas las nuevas sustancias obtenidas han sido caracterizadas tanto por 
sus puntos de fusión (sólidos), como por sus espectros de RMN y EM (tanto de 
baja como de alta resolución). Su determinación estructural se ha realizado 
fundamentalmente en base a la aplicación de diversas experiencias de RMN 
(COSY, NOESY, HSQC, HMBC), habiéndose asignado de forma inequívoca 
todas las señales que aparecen en sus espectros de 1H-RMN y 13C-RMN. 
 
6.1.2. Determinación estructural de los ésteres derivados de 
nitrohidroxitirosol 
6.1.2.1. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN) 
En las Tablas 6.1 y 6.2 se presentan los datos de 1H-RMN y 13C-RMN de los 
nuevos ésteres derivados de nitrohidroxitirosol (50‒57), comparados con los 
datos correspondientes a HTy (2) y NO2HTy (49).  
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Tabla 6.1 
Datos de 1H RMN (500,13 MHz, DMSO-d6, 303k) para los compuestos 2, 49 y 50‒57. Los desplazamientos 
químicos (δ) se expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz 
 
 2 49 50 51 52 53 54 55 56 57 
Unidad de fenetilo         
1 3,49 (t) 3,56 (t) 4,18 (t) 4,20 (t) 4,20 (t) 4,20 (t) 4,20 (t) 4,20 (t) 4,20 (t) 4,20 (t) 
 (J1,2 = 7,2)  (J1,2 = 6,8) (J1,2 = 6,6) (J1,2 = 6,5) (J1,2 = 6,5) (J1,2 = 6,5) (J1,2 = 6,5) (J1,2 = 6,5) (J1,2 = 6,6) (J1,2 = 6,5) 
2 2,52 (t)  2,90 (t) 3,06 (t) 3,07 (t) 3,07 (t) 3,07 (t) 3,07 (t) 3,07 (t) 3,07 (t) 3,07 (t) 
4 6,57 (d) 6,75 (s) 6,74 (s) 6,73 (s) 6,73 (s) 6,73 (s) 6,74 (s) 6,73 (s) 6,73 (s) 6,73 (s) 
 (J4,8 = 2,0)          
7 6,60 (d) 7,43 (s) 7,46 (s) 7,46 (s) 7,46 (s) 7,47 (s) 7,47 (s) 7,47 (s) 7,46 (s) 7,47 (s) 
 (J7,8 = 8,0)          
8 6,42 (dd)          
Cadena acílica          
2’   1,94 (s) 2,20 (t) 2,20 (t) 2,20 (t) 2,21 (t) 2,21 (t) 2,20 (t) 2,20 (t) 
    (3J =  7,2) (3J =  7,4) (3J =  7,4) (3J =  7,4) (3J =  7,4) (3J =  7,4) (3J =  7,4) 
3’    1,48 (m) 1,45 (m) 1,45 (m) 1,45 (m) 1,44 (m) 1,44 (m) 1,44 (m) 
4’    0,81 (t) 1,21 (m) 1,21 (m) 1,22 (m) 1,22 (m) 1,22 (m) 1,22 (m) 
    (3J =  7,4)       
5’     " " " " " " 
6’     0,82 (t) " " " " " 
     (3J =  7,4)      
7’      " " " " " 
8’      0,82 (t) " " " " 
      (3J =  7,4)     
9’       " " " " 
10’       0,84 (t) " " " 
       (3J =  6,9)    
11’        " " " 
12’        0,84 (t) " " 
        (3J =  6,9)   
13’         " " 
14’         0,84 (t) " 
         (3J =  6,9)  
15’          " 
16’          0,84 (t) 
          (3J =  6,9) 
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Tabla 6.2 
Datos de 13C RMN (125,76 MHz, DMSO-d6, 303k) para los compuestos 2, 49 y 50‒57. 
Los desplazamientos químicos (δ) se expresan en ppm 
 
 2 49 50 51 52 53 54 55 56 57 
Unidad de fenetilo         
1 62,5 61,0 63,4 63,2 63,2 63,2 63,2 63,2 63,2 63,2 
2 38,4 36,0 31,8 31,9 31,8 31,9 31,8 31,8 31,8 31,8 
3 130,1 127,8 126,2 126,3 126,2 126,3 126,2 126,2 126,2 126,2 
4 116,2 118,5 118,4 118,5 118,4 118,4 118,4 118,4 118,4 118,4 
5 144,8 150,9 151,2 151,2 151,2 151,2 151,1 151,2 151,2 151,2 
6 143,2 143,7 144,2 144,2 144,1 144,2 144,1 144,1 144,1 144,1 
7 115,3 112,0 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2 112,2 
8 119,3 139,7 139,8 139,7 139,7 139,7 139,7 139,7 139,7 139,7 
Cadena acílica          
1’   170,2 172,5 172,7 172,7 172,6 172,6 172,7 172,6 
2’   20,6 35,3 33,4 33,5 33,4 33,4 33,4 33,4 
3’    17,8 24,0 24,4 24,2 24,3 24,3 24,3 
4’    13,3 30,5 28,4-28,3 28,7-28,3 28,9-28,3 29,0-28,3 29,0-28,3 
5’     21,7 “ “ “ “ “ 
6’     13,7 31,1 “ “ “ “ 
7’      22,0 “ “ “ “ 
8’      13,9 31,2 “ “ “ 
9’       22,0 “ “ “ 
10’       13,8 31,2 “ “ 
11’        22,0 “ “ 
12’        13,9 31,2 “ 
13’         22,0 “ 
14’         13,9 31,2 
15’          22,0 
16’          13,9 
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En la Tabla 6.1 se observa cómo al pasar del HTy (2) al NO2HTy (49) se 
modifica tanto el número de señales como el patrón de acoplamiento en la 
zona de los protones aromáticos (6‒8 ppm), debido a la introducción del 
grupo nitro, pasando de tres señales a 6,57 (doblete, H4), 6,60 (doblete H7) y 
6,42 ppm (doble doblete, H8) en el caso del HTy (Figura 6.1.A) a sólo dos a 6,75 
(H4) y 7,43 ppm (H7), en el caso del NO2HTy, apareciendo ambos en este caso 
como singuletes, por la incorporación del grupo nitro en posición 8 de dicho 
anillo (Figura 6.1.B). La presencia de este grupo nitro permite explicar además 
por qué estas últimas señales aparecen desapantalladas respecto a las 
comentadas para el caso del HTy, siendo ello especialmente evidente para la 
señal correspondiente a H7 que pasa de 6,60 a 7,43 ppm (Δδ = + 0,83 ppm) tras 
la incorporación del grupo nitro en orto. Respecto a los espectros de carbono-
13, es de resaltar la importante modificación en el desplazamiento químico de 
C8 que pasa de 119,3 a 139,7 ppm (Δδ = + 20,4 ppm) debido a la introducción 
del grupo nitro en esa posición. Todos estos datos nos permiten confirmar la 
presencia del grupo nitro en posición 8, introducido en la primera etapa del 
esquema sintético antes mencionado. 
 
 
Figura 6.1 
Comparación de señales en los espectros de 1H-RMN de los compuestos 2 (A), 49 (B) y 50 (C) 
2.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.5 ppm2.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.5 ppm
A
B
C
H7 H4
H8
H7
H4
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H1 H2
H1 H2
H1 H2
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Por otra parte, se puede observar en la Tabla 6.1 que al pasar del NO2HTy 
(49) a la serie de sus nuevos ésteres sintetizados (50‒57), las señales 
comentadas para H4 y H7 se mantienen prácticamente constantes en sus 
valores de desplazamiento químico, lo cual indica que el grupo nitro se 
mantiene estable en todos ellos (véase Figura 6.1.B y 6.1.C). En cambio, si se 
observa un desplazamiento hacia campo bajo (Δδ ≈ + 0,6 ppm) de la señal 
correspondiente a H1, debido a la esterificación producida precisamente en 
esta posición 1. La aparición de señales adicionales asignadas a los protones 
en las diversas posiciones (2’ a 16’) de la cadena lateral en cada uno de los 
derivados preparados, permite igualmente confirmar la funcionalización del 
OH alcohólico presente inicialmente con el ácido carboxílico correspondiente 
en cada caso.  
Estos datos se ven también corroborados en la Tabla 6.2, observándose en 
todos los espectros de 13C-RMN de los nuevos ésteres (50‒57) la aparición de 
una señal sobre 172 ppm, de fácil asignación al carbono carboxílico (C1’) de la 
cadena acílica introducida en 1, así como una ligera modificación de la señal 
del carbono en posición 2, debida al efecto apantallante β producido por la 
presencia de dicho sustituyente. Por último, resaltar que la señal asignada al 
carbono 8, que porta el grupo nitro, se mantiene prácticamente constante en 
toda la serie de ésteres derivados sintetizados (50‒57), como era de esperar. 
6.1.2.2. Espectrometría de masas (EM) 
En cuanto a los datos obtenidos en sus correspondientes espectros de 
masas, se puede observar una serie de picos característicos que corroboran la 
estructura propuesta para estos derivados (Tabla 6.3).  
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Tabla 6.3 
Principales iones registrados y sus abundancias relativas (%)  
obtenidos mediante CI para los compuestos 49 y 50‒57 
 
Ión 
 
49 50 53 54 55 57 
[M+H]+ m/z 200 242 326 354 - - 
 % (12) (0,1) (0,1) (0,1)   
[MH‒31]+ m/z 169 211 295 323 351 407 
 % (4,0) (2,3) (3,0) (10) (12) (22) 
m/z = 182 % (100) (100) (100) (100) (50) (53) 
m/z = 166 % (16) (13) (17) (44) (22) (27) 
m/z = 164 % (4,0) (18) (21) (36) (20) (17) 
m/z = 152 % (28) (23) (23) (37) (31) (47) 
m/z = 151 % (3,5) (7,6) (8,8) (20) (65) (100) 
m/z = 136 % (33) (23) (16) (29) (13) (15) 
RCOOH2+ m/z 
 
61 145 173 201 257 
 %  (15) (11) (41) (100) (64) 
RCO+ m/z 
  
127 155 183 239 
 %   (21) (39) (26) (22) 
 
En esta tabla se puede comprobar cómo el íon cuasimolecular [M+H]+ es 
relativamente abundante para el NO2HTy (49), pero es casi imperceptible para 
la serie de derivados acilados. No obstante, en cada caso aparece un 
conjunto de iones comunes que dan cuenta de la estructura propuesta para 
cada derivado. Son de resaltar en este sentido los iones [MH‒31]+, RCOOH2+ y 
RCO+, observados en toda la serie analizada. Estos últimos se producirían por 
fragmentación de la cadena acílica, presente en la posición 1, llegando 
alguno de ellos a ser el pico base del espectro (100%), como es el caso del 
compuesto 55. En la mayoría de los restantes casos, el pico base corresponde 
a un ión que aparece a m/z 182, cuya formación se puede explicar fácilmente 
por fragmentación de la cadena lateral (Esquema 6.2). 
 
Esquema 6.2  
Formación del ión m/z 182, observado en los espectros de masas de los compuestos 49−57 
 
Además, el estudio de la composición del ión molecular [M]+• mediante 
espectrometría de masas de alta resolución de los compuestos 50‒57 nos ha 
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permitido confirmar la masa molecular calculada en cada caso, con una 
desviación de masa que varía entre 0 y 3,0 ppm (véase apartado 5.1.1). 
 
6.1.3. Preparación de éteres alquílicos de nitrohidroxitirosol 
La síntesis de los éteres derivados de nitrohidroxitirosol ha necesitado de 
cuatro pasos (Esquema 6.3).  
 
 
Esquema 6.3  
Esquema general para la síntesis de los nuevos éteres de nitrohidroxitirosol 
 
En el primer paso se ha procedido a la protección de los OH fenólicos 
presentes en el HTy, en forma de bencil éteres (26), con el fin de evitar que 
reaccionen en el siguiente paso. En la segunda etapa se ha procedido a la 
introducción de una cadena alquílica, de longitud variable, en el OH 
alcohólico libre, mediante el uso de los ioduros de alquilo correspondientes 
como agentes alquilantes, obteniéndose los éteres protegidos (27‒31). La 
siguiente etapa ha consistido en la desprotección de los OH fenólicos, 
mediante la hidrogenolisis de los grupos bencilo, obteniéndose los 
correspondientes alquil éteres de HTy libres (36‒40), que finalmente han sido 
sometidos a la reacción de nitración, en condiciones similares a las descritas 
para la síntesis de los ésteres derivados (véase apartado 4.1.4), rindiendo los 
compuestos 58‒62, descritos por primera vez en esta Memoria. 
Los rendimientos químicos obtenidos en la reacción de nitración final han 
sido en general aceptables, variando entre el 63 y el 74%, obteniéndose todos 
los compuestos puros mediante columna de cromatografía. Indicar que en 
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esta etapa de purificación se producía inicialmente una gran pérdida de 
producto, posiblemente retenido por la fase estacionaria utilizada (gel de 
sílice) que hacía disminuir enormemente el rendimiento químico del 
procedimiento. Se han probado otras sustancias inertes como fase 
estacionaria (alúmina, C18) pero sin resultado. Finalmente, la adición de una 
pequeña cantidad de ácido fórmico (1%) al eluyente utilizado en cada caso 
permitió solventar, en parte, este problema. 
Al igual que en el caso de los ésteres, todas las nuevas sustancias 
obtenidas han sido caracterizadas tanto por sus puntos de fusión (sólidos), 
como por sus espectros de RMN y EM (tanto de baja como de alta resolución). 
Su determinación estructural se ha realizado fundamentalmente en base a la 
aplicación de diversas experiencias de RMN (COSY, NOESY, HSQC, HMBC), 
habiéndose asignado de forma inequívoca todas las señales que aparecen en 
sus espectros de 1H-RMN y 13C-RMN. 
 
6.1.4. Determinación estructural de los éteres derivados de 
nitrohidroxitirosol 
6.1.4.1. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN) 
En las Tablas 6.4 y 6.5 se presentan los datos de 1H-RMN y 13C-RMN de los 
nuevos éteres derivados de NO2HTy (58‒62), comparados con los datos 
correspondientes a HTy (2) y NO2HTy (49).  
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Tabla 6.4 
Datos de 1H RMN (500,13 MHz, DMSO-d6, 303k) para los compuestos 2, 49 y 58‒62. Los  
desplazamientos químicos (δ) se expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz 
 
 2 49 58 59 60 61 62 
Unidad de fenetilo      
1 3,49 (t) 3,56 (t) 3,48 (t) 3,51 (t) 3,51 (t) 3,50 (t) 3,50 (t) 
 (J1,2 = 7,2)  (J1,2 = 6,8) (J1,2 = 6,6) (J1,2 = 6,7) (J1,2 = 6,7) (J1,2 = 6,5) (J1,2 = 6,7) 
2 2,52 (t)  2,90 (t) 2,99 (t) 2,99 (t) 2,99 (t) 2,99 (t) 2,99 (t) 
4 6,57 (d) 6,75 (s) 6,75 (s) 6,76 (s) 6,75 (s) 6,75 (s) 6,75 (s) 
 (J4,8 = 2,0)       
7 6,60 (d) 7,43 (s) 7,45 (s) 7,44 (s) 7,44 (s) 7,44 (s) 7,44 (s) 
 (J7,8 = 8,0)       
8 6,42 (dd)       
Cadena alquílica       
1’   3,21 (s) 3,39 (c) 3,33 (t) 3,32 (t) 3,22 (t) 
    (3J = 7,0) (3J = 6,5) (3J = 6,6) (3J = 6,6) 
2’    1,06 (t) 1,42 (q) 1,43 (q) 1,43 (q) 
3’     1,26 (h) 1,22 (m) 1,22 (m) 
4’     0,84 (t) “ " 
     (3J = 7,0)   
5’      " " 
6’      0,83 (t) " 
      (3J = 7,0)  
7’       " 
8’       0,84 (t) 
       (3J = 7,0) 
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Tabla 6.5 
Datos de 13C RMN (125,76 MHz, DMSO-d6, 303k) para los compuestos 2, 49 y 58‒62. 
Los desplazamientos químicos (δ) se expresan en ppm 
 
 2 49 58 59 60 61 62 
Unidad de fenetilo      
1 62,5 61,0 71,7 69,6 69,8 69,9 69,9 
2 38,4 36,0 32,5 32,8 32,8 32,7 32,7 
3 130,1 127,8 127,3 127,3 127,4 127,4 127,4 
4 116,2 118,5 118,4 118,3 118,4 118,4 118,3 
5 144,8 150,9 151,0 151,0 151,0 151,0 151,0 
6 143,2 143,7 143,9 143,9 143,8 143,8 143,8 
7 115,3 112,0 112,0 112,0 112,0 112,0 112,0 
8 119,3 139,7 139,6 139,8 139,8 139,8 139,7 
Cadena alquílica       
1’   57,8 65,2 69,6 69,8 69,8 
2’    15,0 31,2 29,1 29,1 
3’     18,8 25,3 25,6 
4’     13,7 31,0 28,7 
5’      22,0 28,6 
6’      13,8 31,2 
7’       22,0 
8’       13,9 
 
Se puede observar en la Tabla 6.4 que en toda la serie de los nuevos éteres 
de nitrohidroxitirosilo sintetizados (58‒62) aparecen de nuevo, en la zona de los 
protones aromáticos, sólo dos señales que se asignan fácilmente a H4 y H7 por 
analogía con el propio NO2HTy (49). Dichas señales además, se mantienen 
prácticamente constantes en sus valores de desplazamiento químico, lo cual 
confirma que el grupo nitro se ha incorporado en todos ellos en posición 8, tal 
como ya se discutió en el apartado 6.1.2.1. En esta ocasión la señal 
correspondiente a H1 se modifica sólo muy ligeramente, debido a que la 
presencia de un grupo alquilo en esa posición prácticamente no tiene un 
efecto significativo. La aparición de señales adicionales asignadas a los 
protones en las diversas posiciones (1’ a 8’) de la cadena lateral en cada uno 
de los derivados preparados, permite igualmente confirmar la funcionalización 
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del OH alcohólico presente inicialmente con la cadena alquílica 
correspondiente en cada caso.  
Estos datos se ven también corroborados en la Tabla 6.5, observándose en 
todos los espectros de 13C-RMN de los nuevos éteres (58‒62) un 
desplazamiento a campo bajo (Δδ ≈ +10 ppm) de la señal correspondiente a 
C1 debido a la presencia de la cadena alquílica presente, así como una ligera 
modificación de nuevo de la señal del carbono en posición 2, debida al 
efecto apantallante β producido por la presencia de dicho sustituyente. Por 
último, resaltar que, como en el caso de los ésteres ya comentado, la señal 
asignada al carbono 8 que porta el grupo nitro, se mantiene prácticamente 
constante en toda la serie de éteres derivados sintetizados (58‒62), como era 
de esperar. 
6.1.4.2. Espectrometría de masas (EM) 
En cuanto a los datos obtenidos en sus correspondientes espectros de 
masas, se puede observar una serie de picos característicos que corroboran 
de nuevo la estructura propuesta para estos derivados (Tabla 6.6).  
Tabla 6.6 
Principales iones registrados y sus abundancias relativas (%)  
obtenidos mediante CI para los compuestos 49 y 58‒62 
 
Ión 
 
49 58 59 60 61 62 
[M+H]+ m/z 200 214 228 256 284 312 
 % (12) (7,0) (5,0) (5,0) (4,0) (10) 
[MH‒18]+ m/z 182 196 210 238 266 294 
 % (*) (3,5) (3,0) (2,0) (2,0) (5,2) 
[MH‒31]+ m/z 169 183 197 225 253 281 
 % (4,0) (16) (4,5) (5,3) (10) (12) 
m/z = 182 % (100) (100) (100) (100) (100) (100) 
m/z = 166 % (16) (11) (14) (21) (19) (20) 
m/z = 164 % (4,0) (12) (8,8) (7,6) (7,0) (7,0) 
m/z = 152 % (28) (16) (15) (28) (32) (37) 
m/z = 151 % (3,5) (8,0) (5,3) (4,0) (3,5) (4,0) 
m/z = 136 % (33) (20) (15) (13) (10) (10) 
 
Como se puede comprobar en la Tabla 6.6, en esta ocasión el ión 
cuasimolecular [M+H]+ aparece en los espectros de masas de todos los 
compuestos sintetizados, aunque su abundancia relativa es más bien baja. Por 
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otra parte, se vuelve a observar una serie de iones comunes que dan cuenta 
igualmente de la estructura propuesta para estas sustancias, y que ya 
aparecían en los espectros anteriormente comentados de los derivados 
acilados. En todos los éteres derivados el pico base del espectro corresponde 
al ión que aparece a m/z 182, cuya formación ya se ha explicado en el 
esquema 6.2 del apartado 6.1.2.2. 
Además, de nuevo, el estudio de la composición del ión molecular [M]+• 
mediante espectrometría de masas de alta resolución de los compuestos 
58‒62 nos ha permitido confirmar tanto la fórmula empírica esperada como la 
masa molecular calculada en cada caso, con una desviación de masa menor 
en todos los casos de 2,5 ppm (véase apartado 5.1.2). 
 
6.2. Determinación de la actividad antioxidante in vitro de los 
nitroderivados lipofílicos de HTy  
A partir de los compuestos sintetizados y descritos en el apartado anterior, 
derivados acílicos (50-57) y alquílicos de nitrohidroxitirosilo (59-62), se 
caracterizó la capacidad antioxidante en comparación con los precursores 
nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49) e hidroxitirosol (HTy, 2), con el fin de conocer la 
influencia que la estructura química ejerce sobre la potencia antioxidante.  
Los métodos que se utilizan para determinar la actividad antioxidante se 
basan en la comprobación de cómo un agente oxidante induce un daño 
oxidativo a un sustrato oxidable, daño que es inhibido o reducido en presencia 
de un antioxidante. Esta inhibición es proporcional a la actividad antioxidante 
del compuesto o la muestra. Otros ensayos, en cambio, se basan en la 
cuantificación de los productos formados tras el proceso oxidativo. Por todo 
ello, existe una gran variedad de métodos para determinar la actividad 
antioxidante que difieren en el agente oxidante, en el sustrato empleado, en 
la medida del punto final, en la técnica instrumental utilizada y en las posibles 
interacciones de la muestra con el método de reacción. Con el fin de alcanzar 
una mejor aproximación a la capacidad antioxidante real del compuesto o 
muestra, es aconsejable emplear varios métodos, ya que cada uno ofrece 
información diferente y complementaria. Con este propósito, se discuten los 
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resultados obtenidos de la evaluación de la capacidad antioxidante de los 
compuestos puros mediante el ensayo FRAP, que determina la capacidad 
reductora y los ensayos ABTS y ORAC que evalúan la capacidad de secuestro 
de radicales libres.  
En un primer análisis de los resultados obtenidos tras el desarrollo de los 
métodos FRAP, ABTS y ORAC se extrae como conclusión principal que la 
adición de un grupo fuertemente electronegativo, grupo nitro, a la estructura 
química de HTy induce un positivo y significativo incremento en la actividad 
antioxidante. Esta capacidad antioxidante mejorada de NO2HTy en 
comparación con su precursor natural presente en el aceite, HTy, está de 
acuerdo a la estabilización descrita para el radical fenoxilo con sustituyentes 
electro-donadores en posiciones “orto” (Pokorny, 1987; Chimi y cols., 1991). 
Además del efecto que el grupo nitro ejerce sobre la capacidad 
antioxidante, la longitud de la cadena hidrocarbonada lateral de los 
nitroderivados alquílicos y acílicos también influye en la actividad de estos 
compuestos. Así, los nitrocatecoles de cadena corta (de 2 a 4 átomos de 
carbono) mantuvieron e incluso aumentaron la actividad del propio precursor 
(49), mientras que una longitud mayor de la cadena hidrocarbonada (≥ 6 
átomos de carbono) provocó un efecto negativo sobre la actividad 
antioxidante especialmente para los más lipofílicos. Estos resultados muestran 
una relación parabólica entre la potencia antioxidante y la naturaleza lipofílica 
de los nitroderivados de HTy o incremento del tamaño de la cadena lateral 
hidrocarbonada. Aunque la serie alquílica no incluía los homólogos de los 
compuestos acilados decanoato (54), laurato (55), miristato (56) y palmitato 
(57) de nitrohidroxitirosilo, si se pudo confirmar el mismo comportamiento 
parabólico entre la actividad y la longitud de la cadena lateral. 
De cualquier forma, los resultados de la actividad antioxidante de ambas 
series están en desacuerdo con la paradoja polar que asume una linealidad 
entre la actividad antioxidante y naturaleza lipofílica, siendo los antioxidantes 
polares más efectivos en aceite y/o grasa mientras que los antioxidantes no 
polares, más activos en emulsiones o sistemas biológicos (Porter y cols., 1989).  
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Teniendo en cuenta que las técnicas utilizadas (ensayos FRAP, ABTS, 
ORAC) determinan la capacidad antioxidante en medios no grasos, los 
resultados presentados demuestran que un incremento de la hidrofobicidad 
no siempre conduce a un incremento de la eficacia antioxidante en estos 
ambientes no grasos, como indica la paradoja polar, sin embargo están de 
acuerdo a otros resultados previamente descritos por el equipo de 
investigación para derivados del HTy, ésteres (Mateos y cols., 2008) y éteres de 
hidroxitirosilo (Pereira-Caro y cols., 2009), otros derivados acílicos del alcohol 
homovanílico (Madrona y cols., 2011), además de aquellos descritos por otros 
autores con derivados acílicos del ácido clorogénico (Laguerre y cols., 2009) y 
rosmarínico (Laguerre y cols., 2010), entre otros.  
Este comportamiento parabólico se ha descrito también en otros sistemas 
biológicos al estudiar comparativamente la actividad biológica de una serie 
de compuestos derivados homólogos de creciente naturaleza lipofílica. Así, 
estudios que evaluaban la citotoxicidad de derivados acílicos de ácido gálico 
en células de leucemia L1210 (Locatelli y cols., 2008), la actividad 
antiplaquetaria de los éteres de hidroxitirosilo en sangre de voluntarios sanos 
(Reyes y cols., 2013) y tras la administración oral en ratas (Muñoz-Marín y cols., 
2013) así como la actividad citotóxica de éteres de hidroxitirosilo contra células 
cancerígenas de pulmón A549 (Calderón-Montano y cols., 2013), han 
demostrado que un tamaño de cadena intermedia presentaba mayor 
actividad que aquellos compuestos con cadenas más largas y por tanto más 
lipofílicos.  
En este sentido, Laguerre y cols (2013) han postulado recientemente el 
llamado efecto “cut-off” que justifica la no linealidad del carácter antioxidante 
en ambientes no grasos. Estos autores relacionan la menor actividad de los 
compuestos más lipofílicos, y por tanto de mayor tamaño, a una movilidad 
reducida y a fenómenos de auto-agregación o de internalización en la fase 
orgánica (Shahidi y Zhong, 2011; Laguerre y cols., 2013, 2014).  
Por otra parte, el análisis comparativo de la actividad antioxidante de los 
compuestos nitroderivados que presentan la misma longitud de la cadena 
lateral pero distinta naturaleza química (serie acílica vs serie alquílica), mostró 
que los compuestos de la serie alquílica eran ligeramente menos activos que 
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aquellos de la serie acílica, aunque este efecto referente a la naturaleza del 
enlace fue menos influyente sobre la actividad antioxidante que la ejercida 
por el tamaño de la cadena lateral.  
Por último, al comparar los resultados obtenidos de la caracterización 
de la capacidad reductora (Ensayo FRAP) con los correspondientes a la 
capacidad de secuestro de radicales libres (Ensayos ABTS y ORAC), los 
nitroderivados de HTy destacaron, en general, por presentar una mayor 
capacidad de captación de radicales libres que potencial reductor, en 
particular los compuestos más lipofílicos. Estos resultados podrían estar 
señalando a la actividad de secuestro de radicales libres como el mecanismo 
preferente de actuación antioxidante de los nitroderivados de HTy. 
En base a todo lo expuesto, los nitroderivados acílicos y alquílicos de HTy 
representan un conjunto de compuestos de marcada actividad antioxidante y 
en particular, aquellos con cadena lateral más corta. Apelando a la mayor 
capacidad antioxidante del acetato de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-A, 50) y etil 
éter de nitrohidroxitirosilo (NO2HTy-E, 59), mejores rendimientos de síntesis y 
también, mejorado balance hidrófilo/lipófilo, se seleccionaron estos 
compuestos para acometer los estudios biológicos presentados en esta 
memoria en comparación con el precursor nitrohidroxitirosol (NO2HTy, 49) y 
otros según el objetivo perseguido. 
 
6.3. Determinación de la biodisponibilidad y metabolismo de los 
nitroderivados de HTy 
Antes de evaluar el potencial nutracéutico y terapéutico de los 
nitroderivados de HTy, se consideró de especial interés evaluar la 
biodisponibilidad o absorción de estos compuestos y su metabolización, a fin 
de conocer el compuesto o metabolito biológicamente activo (Kroon y cols., 
2004).  Los estudios in vivo basados en el análisis de muestras de sangre y orina 
de animales y humanos, aparte de resultar caros y complejos, no permiten 
distinguir entre la contribución del intestino, hígado, riñón u otros órganos en la 
biotransformación de los compuestos fenólicos. Por ello, se utilizan ciertos 
modelos celulares que ayudan a dilucidar las rutas metabólicas que tiene 
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lugar en nuestro organismo. Así, en el presente estudio se han seleccionado 
dos modelos celulares de colon e hígado para ahondar en la biodisponibilidad 
y biotransformación de los nitroderivados a nivel intestinal y hepático.  
 
6.3.1. Transporte y metabolismo a nivel intestinal 
En primer lugar, se ha procedido al estudio comparativo de la absorción y 
metabolismo de los nitroderivados de HTy a través de la barrera intestinal. Para 
ello, se ha empleado un modelo in vitro de células de carcinoma de colon 
humano, Caco-2, dada la semejanza morfológica y funcional con las células 
del epitelio intestinal humano y que constituye un sistema bien establecido 
para la valoración de la absorción de fitoquímicos por el epitelio intestinal 
(FDA, 2000).  
Los datos presentados en esta tesis muestran que NO2HTy, NO2HTy-A y 
NO2HTy-E son eficientemente absorbidos a través de las células epiteliales del 
intestino. En particular, NO2HTy-A y NO2HTy-E han presentado mayores tasas de 
absorción que el compuesto NO2HTy, observando una relación directa entre la 
naturaleza lipofílica y grado de absorción. Estos resultados ponen de manifiesto 
la influencia que la cadena hidrocarbonada ejerce sobre la biodisponibilidad 
del compuesto. Sin embargo no se ha encontrado diferencia entre el grado 
de absorción del derivado acílico, NO2HTy-A, y el alquílico, NO2HTy-E, luego el 
tipo de unión de dicha cadena al compuesto NO2HTy no influye en su 
biodisponibilidad. Previamente, se había caracterizado con este mismo 
modelo celular, Caco-2, la biodisponibilidad y transporte del HTy y HTy-A 
(Mateos y cols., 2011) y otros derivados sintéticos alquílicos; metil, etil, n-propil y 
n-butil hidroxitirosil éter (Pereira-Caro y cols., 2010a), para conocer tanto la 
influencia de las distintas estructuras químicas como la naturaleza lipofílica de 
los compuestos sobre la transferencia a través de las monocapas de células 
Caco-2. Por una parte, el HTy muestra el mismo coeficiente de absorción que 
el NO2HTy, indicando que el grupo funcional nitro no modifica la 
biodisponibilidad a nivel intestinal. Por otro lado, los derivados lipofílicos de HTy 
también resultaron ser más biodisponibles que el propio HTy y no hubo 
diferencias entre el derivado acílico o alquílico con igual tamaño de la 
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cadena lateral, de acuerdo a lo descrito para la serie de los nitroderivados de 
HTy.  
En línea con estos resultados, Tammela y cols., (2004) han observado que 
la longitud de la cadena alquílica afecta considerablemente la permeabilidad 
de los galatos de alquilo a través de la membrana de células Caco-2, de 
forma que los derivados con mayor naturaleza lipofílica, es decir, con una 
cadena alquílica más larga, fueron rápidamente absorbidos y metabolizados 
por las células. Existen más resultados en la literatura que refuerza ésta 
correspondencia o relación lineal entre absorción y lipofilia. Así, Werdenberg y 
cols., (2003) han constatado que la absorción de ésteres de ácido fumárico 
(metil, etil, n-propil y n-pentil) a través de la monocapa de células Caco-2 se 
ve incrementada a mayor longitud de la cadena lateral hidrocarbonada de la 
serie acílica.    
Los metabolitos identificados para los compuestos nitroderivados tras la 
incubación con células Caco-2 son principalmente conjugados 
glucuronidados y en menor proporción derivados metilados y 
metilglucuronidados (Esquema 6.4). Cabe destacar que mientras el NO2HTy-E 
no sufre hidrólisis a NO2HTy, el derivado acetilado, NO2HTy-A, se hidroliza casi 
completamente generando el compuesto NO2HTy libre, y que 
subsiguientemente se metaboliza a derivados glucuronidados, metilados y 
metilglucuronidados. También se han identificado cantidades muy pequeñas 
del derivado glucuronidado del NO2HTy-A. Sin embargo, el NO2HTy-E se 
transforma en sus derivados glucuronidados y metilglucuronidados, 
proporcionando por tanto metabolitos más lipofílicos que aquellos derivados 
del metabolismo de los otros dos compuestos, NO2HTy y NO2HTy-A, lo que 
podría suponer dianas de actuación más lipofílicas. Un comportamiento 
equivalente se describió para los derivados lipofílicos del HTy, HTy-A y éteres 
alquílicos (Pereira-Caro y cols., 2010a; Mateos y cols., 2011).  
Cabe destacar que el derivado alquílico, NO2HTy-E, es el compuesto que 
mayor contenido de derivados glucuronidados ha generado. Esto podría estar 
asociado a la ubicación de las enzimas de fase II. Así, La enzima UDP-glucuronil 
transferasa (UGTs), que cataliza la transferencia del ácido glucurónico desde 
UDP-ácido glucurónico (UDP-GA), pertenece a una familia de proteínas unidas 
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a la membrana, (Turkey y cols., 2000), de modo que la mayor naturaleza 
lipofílica del compuesto NO2HTy-E podría implicar una mayor afinidad y/o 
accesibilidad a dicha enzima. En contraste, la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT) es una enzima típicamente citosólica (Tenhunen y 
cols., 1994), lo que permitiría justificar el mayor rendimiento de formación de 
conjugados metilados a partir del compuesto más hidrofílico, NO2HTy, en 
comparación al más lipofílico (NO2HTy-E).  
Por otro lado, no se identificaron conjugados sulfatados tras la incubación 
de los nitrocatecoles con células Caco-2. Existen evidencias de que las 
enzimas sulfotransferasas (SULT1 y SULT2), responsables de la sulfatación de 
ciertos compuestos fenólicos, se expresan en este modelo celular (Chen y cols., 
2008; Meinl y cols., 2008). Así, se ha descrito un alto rendimiento de sulfatación 
de los compuestos genisteína, kaemferol, galangina y resveratrol tras su 
exposición a células Caco-2 (Kaldas y cols., 2003; Chen y cols., 2008; Barrington 
y cols., 2009). Los antecedentes descritos para el metabolismo de los fenoles 
del aceite de oliva en este mismo modelo celular ha mostrado nulo (Mateos y 
cols., 2011) o mínimo rendimiento de formación de derivados sulfatados en 
condiciones extremas de incubación y concentración (6h y 100 M) (Soler y 
cols., 2010). 
Por último, cabe destacar que parte de los compuestos absorbidos y 
transportados a través de la monocapa celular permanecen sin metabolizar al 
cabo de las dos horas de incubación (81%, 17%, 33% correspondiente a 
NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E, respectivamente), sugiriendo su tránsito al 
torrente sanguíneo y posterior metabolización por otros órganos, como por 
ejemplo el hígado, principal órgano implicado en el metabolismo de 
xenobióticos. Aunque a priori pudiera parecer que casi todo el NO2HTy-A que 
se absorbe es metabolizado, la realidad es que el compuesto NO2HTy, 
resultado de la hidrólisis de NO2HTy-A, copa la mayor parte de los compuestos 
identificados en el compartimento basolateral. Al no tratarse el compuesto 
NO2HTy de un metabolito derivado de la acción de las enzimas de fase II, si se 
computa junto al restante NO2HTy-A, la fracción de compuesto absorbido que 
permanece sin metabolizar para el caso de NO2HTy-A ascendería a un 71%. Si 
comparamos el mayor índice de absorción del compuesto acetilado, NO2HTy-
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A, que el de su precursor, NO2HTy, estos resultados muestran una interesante y 
accesible vía de mejora de la biodisponibilidad del NO2HTy, mediante su 
transformación en el derivado acetilado.  
 
 
Esquema 6.4 
Rutas metabólicas de los compuestos nitroderivados (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E)  
a su paso por el epitelio intestinal 
 
En resumen, estos datos sugieren que los nitroderivados de HTy presentan 
una alta biodisponibilidad a nivel intestinal, proporcional a la naturaleza 
lipofílica del compuesto. Gran parte de los compuestos absorbidos 
permanecieron sin metabolizar por lo que podrían pasar al torrente sanguíneo 
y otros órganos como el hígado.  
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6.3.2. Biodisponibilidad y metabolismo a nivel hepático 
Se ha estudiado el metabolismo de los nitroderivados de HTy en un sistema 
modelo in vitro con células de hepatoma humano, HepG2, por el interés que 
suscita el porcentaje de compuesto tan significativo que se absorbe a través 
del epitelio intestinal y permanece sin metabolizar. 
Los resultados obtenidos permiten confirmar que los nitroderivados de HTy 
se absorben y metabolizan casi completamente, de forma directa al tiempo 
de incubación y la naturaleza lipofílica del compuesto.   
El gran rendimiento metabólico de las células hepáticas HepG2 en 
contacto con los nitroderivados de HTy apoya la idea de que la mayor parte 
de las reacciones de conjugación tienen lugar principalmente en el hígado 
(D´Archivio y cols., 2010). De nuevo, los derivados glucuronidados, seguido de 
metilglucuronidados y en menor medida, conjugados metilados, fueron los 
compuestos identificados derivados del metabolismo de los nitrocatecoles por 
acción de las células HepG2, mientras que no se detectaron metabolitos 
sulfatados para ninguno de los compuestos estudiados. 
Al igual que ocurría a nivel intestinal, los compuestos más lipofílicos NO2HTy-
A y NO2HTy-E muestran una ruta de biotransformación diferente. Así, NO2HTy-E 
no se hidroliza a NO2HTy como le ocurre al análogo lipofílico, NO2HTy-A, sino 
que una vez absorbido se transforma en sus derivados glucuronidados y 
metilglucuronidados, proporcionando metabolitos más lipofílicos que aquellos 
generados del metabolismo de los compuestos NO2HTy y NO2HTy-A. La 
diferente naturaleza lipofílica de los metabolitos podría implicar dianas 
moleculares de acción diferentes.  
La naturaleza hidrofílica y/o lipofílica del compuesto también ha 
determinado la proporción de metabolitos generados, destacando el mayor 
contenido de derivados glucuronidados a partir de NO2HTy-E y de metilados a 
partir de NO2HTy, cuya justificación podría radicar en la ubicación de las 
enzimas de fase II implicadas, ya comentado anteriormente. 
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 Estos resultados sobre la biodisponibilidad de los nitroderivados en una 
línea celular de hepatoma humano, HepG2, están de acuerdo a aquellos 
descritos para el HTy y sus derivados lipofílicos (acílicos y alquílicos) (Mateos y 
cols., 2005; Pereira-Caro y cols., 2010b) que detallan un alto rendimiento 
metabólico de todos los compuestos, ausencia de hidrólisis de los derivados 
alquílicos frente a los acílicos y formación de derivados conjugados propios de 
las enzimas de fase II, excepto el derivado sulfatado.  
La metabolización tan extensa descrita para los nitroderivados de HTy, 
aparte de estar de acuerdo con numerosos antecedentes publicados para los 
fenoles del aceite de oliva y otros flavonoides, plantea la controversia sobre la 
identidad del compuesto bioactivo, el compuesto parental o sus metabolitos 
derivados, puesto que es previsible que la biotransformación sufrida pueda 
afectar profundamente la actividad biológica (Day y cols., 2000; Wen y cols., 
2006). Se ha valorado comparativamente la actividad antioxidante in vitro del 
HTy y sus principales metabolitos para proteger los glóbulos rojos frente a la 
oxidación (Paiva-Martins y cols., 2013). Los resultaron evidenciaron una mayor 
actividad para el HTy en comparación con el derivado glucuronidado, el cual 
mostró una actividad limitada frente a la prevención de la hemólisis de los 
glóbulos rojos. Igualmente, numerosas evidencias in vitro han descrito una 
mayor actividad biológica para la quercetina que su derivado glucuronidado, 
el derivado más abundante en sangre (Revisado en Perez-Vizcaíno y cols., 
2012).  Aunque los resultados in vitro a veces distan de lo que realmente ocurre 
in vivo, se han postulado mecanismos de desconjugación in vivo que podrían 
justificar el efecto biológico asignado a ciertos polifenoles (Menéndez y cols., 
2011, Tomás-Barberán y Andrés-Lacueva, 2012). Así, recientemente se ha 
descrito una disminución de las formas conjugadas del HTy en paralelo al 
aumento del propio HTy en los glóbulos rojos hasta las seis horas de la ingesta 
de un extracto rico en fenoles del alperujo por ratas, sugiriendo una hidrólisis 
intracelular a la forma desconjugada (Rubio y cols., 2014). De la misma 
manera, Perez-Vizcaíno y cols., (2012) han propuesto que el proceso de 
conjugación-desconjugación es un ciclo reversible, que permite justificar la 
hidrólisis del glucuronidado de la quercetina y formación de la forma libre o 
aglicón, el compuesto activo y con actividad vasodilatadora e hipertensiva, 
facilitando así su acumulación en los tejidos. 
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En resumen, los nitroderivados de HTy se absorben y metabolizan en gran 
extensión, mostrando una relación directa con el carácter lipofílico del 
compuesto. La diferente naturaleza química del enlace éster y éter del 
NO2HTy-A y NO2HTy-E, respectivamente, determina la diferente naturaleza 
lipofílica de los metabolitos, diferentes dianas moleculares y por tanto de 
interés a la hora de elegir uno sobre otro en su uso como ingrediente funcional 
y/o nutracéutico.  
 
6.4. Evaluación de la capacidad antioxidante y neuroprotectora de 
NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E en modelos experimentales de daño 
cerebral 
Siendo el propósito inicial de esta tesis la obtención de derivados sintéticos 
de HTy con analogía estructural a los actuales inhibidores de la enzima COMT, 
fue considerado de interés estudiar la relación entre la estructura nitrocatecol 
y la actividad antioxidante así como neuroprotectora, ya conocida y 
ampliamente demostrada en sus precursores con estructura catecol (Figura 
6.2). Si bien en la presente Memoria ya ha sido descrita la actividad 
antioxidante mostrada por los nitrocatecoles de HTy (ver apartado 5.2), hay 
que recordar que la información que suministran los métodos químicos para 
evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los compuestos puros, no es 
completamente extrapolable a las condiciones fisiológicas. Por ello, los 
resultados obtenidos anteriores pueden distar de aquellos que se obtengan en 
un medio biológico in vitro o bien, modelos in vivo o ex vivo, por la 
complejidad que estos sistemas implican. 
            
Figura 6.2 
Estructuras catecol y nitrocatecol, respectivamente 
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6.4.1. Valoración del efecto antioxidante en tejido cerebral 
El estudio del estrés oxidativo tisular lo planteamos en tres situaciones 
experimentales diferentes: tejido cerebral sin inducción oxidativa (condiciones 
basales), tejido sometido a un estrés oxidativo de tipo químico y tejido 
sometido a un estrés oxidativo mediado por un proceso de hipoxia-
reoxigenación (HR). En el primer caso, se estudia el posible efecto de estos 
compuestos sobre el estatus oxidativo (equilibrio fisiológico entre factores 
oxidantes y antioxidantes celulares). En el segundo, se analiza la capacidad de 
los mismos sobre un tejido en el que se han estimulado químicamente 
mecanismos oxidativos (inducción con FeAs y t-BOOH) o se ha frenado la 
capacidad antioxidante celular (incubación con DEM). En el tercer caso, la 
estimulación del estrés oxidativo tisular se realiza mediante el proceso 
experimental de HR, el cual produce un daño tisular mediatizado no solo por 
una inducción del citado estrés oxidativo, sino por otras vías que están 
relacionadas y que simulan lo acontecido en un cerebro que ha sufrido un 
ictus isquémico (Lopez-Villodres y cols., 2012; Sahota y cols., 2011).   
 En primer lugar se determinaron los posibles efectos antioxidantes de los 
compuestos estudiados en cortes de cerebro sin el estímulo del estrés 
oxidativo, para ello se mantuvieron oxigenados durante todo el tiempo 
experimental. En estas condiciones, ninguno de los compuestos utilizados 
modificó significativamente, en un rango de concentración aceptable (10‒5- 
10‒4 M), la peroxidación lipídica como parámetro representativo de estrés 
oxidativo. 
Este comportamiento es coherente con el de la mayoría de los 
compuestos antioxidantes, que ejercen su efecto sólo en situaciones de estrés 
oxidativo y no muestran ningún efecto en las situaciones de equilibrio 
bioquímico. La ausencia de efecto sobre el estado oxidativo celular es 
relevante porque demuestra que estos compuestos no alteran el equilibrio 
redox celular fisiológico sea cual sea la estructura química fundamental de los 
mismos. 
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 En segundo lugar, se valoró el potencial efecto antioxidante de estos 
compuestos en una situación de inducción química del estrés oxidativo en el 
tejido cerebral oxigenado. La peroxidación lipídica fue inducida con sales 
ferrosas, la formación de radicales libres intracelulares con t-BOOH y la 
inhibición del sistema del glutatión con maleato de dietilo (DEM). Tras la 
aplicación de los diferentes modelos, se obtuvo un aumento del estado 
oxidativo y una disminución de los niveles de glutatión en muestras basales. 
El MDA es uno de los principales productos de la oxidación lipídica 
(Breusing y cols., 2010). Desde que el MDA fue detectado en niveles altos en 
diferentes enfermedades relacionadas con el daño oxidativo, su uso se ha 
extendido como índice de lipoperoxidación (Suttnar y cols., 2001). Si 
comparamos la potencia antiperoxidativa de los compuestos estudiados 
mediante el parámetro estandarizado IC50, que expresa la concentración de 
un compuesto para inhibir un 50% el efecto evaluado (Tabla 6.7), podemos 
observar que ambas series de compuestos redujeron los niveles de MDA, 
especialmente los derivados lipofílicos (serie acílica y alquílica) respecto a sus 
correspondientes precursores en ambas series de compuestos. Sin embargo, si 
comparamos ambas series observamos que la actividad de los nitrocatecoles 
resultó ser ligeramente menor que los compuestos de la serie catecol. Los 
nitrocatecoles mostraron una actividad antiperoxidativa acorde a  resultados 
previamente obtenidos en una línea celular de hepatoma humano tras la 
inducción del daño oxidativo con t-BOOH (Sarriá y cols., 2012), que 
demuestran un efecto antioxidante para los tres compuestos.  
Tabla 6.7 
Valores de IC50 (M) como medida de la potencia antiperoxidativa  
de los compuestos de la serie nitrocatecol y catecol 
 
 NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
TBARS-FeAs 35,30 9,64   5,81  11,35 6,78 3,88 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosol. NO2HTy-E: Éter etílico de 
nitrohidroxitirosol. HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etílico de 
hidroxitirosilo. FeAs: Sulfato ferroso + Ácido ascórbico. 
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Nuestros resultados sin embargo destacan al derivado alquílico como el 
compuesto con mayor potencia antiperoxidativa, hecho que coincide 
también en la serie catecol. De esta forma el orden de actividad en ambas 
series sería el siguiente: derivado alquílico > derivado acílico > HTy/NO2HTy.  
En un segundo estudio, fue cuantificado el contenido intracelular de 
EROs (Tabla 6.8) para evaluar la capacidad de los compuestos estudiados de 
secuestro de especies reactivas de oxígeno (EROs). 
Tabla 6.8 
Valores de IC50 (M) como medida de la capacidad de secuestro de  
radicales libres de los compuestos de la serie nitrocatecol y catecol 
 
 NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
EROS-t-BOOH >500 12,90   8,67  8,92 9,71 13,83 
NO2HTy: Nitrohidroxitirosol. NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosol. NO2HTy-E: Éter etílico de 
nitrohidroxitirosilo. HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etílico de 
hidroxitirosilo. t-BOOH: terc-butilhidroperóxido 
 
Los resultados muestran una destacable capacidad de secuestro de EROs 
para la serie catecol con valores de IC50 en un rango de concentraciones de 
[8-14] M. Por el contrario, en la serie nitrocatecol, sólo los derivados lipofílicos 
mostraron una capacidad antioxidante significativa. Estos resultados 
evidencian la falta de potencia antioxidante de NO2HTy en un modelo 
cerebral de inducción química con t-BOOH. Estos resultados están de acuerdo 
con estudios previos que han demostrado recientemente que el 
pretratamiento de células HepG2 con NO2HTy no previene el daño oxidativo 
con t-BOOH a diferencia de los derivados lipofílicos de NO2HTy que sí lograron 
prevenir el daño oxidativo, y en particular el  NO2HTy-A recuperó los niveles 
basales (Sarriá y cols., 2012). 
En un análisis del sistema de defensa endógeno glutatión, respecto a la 
concentración de GSH en cortes cerebrales oxigenados en los que se ha 
disminuido el contenido de glutatión mediante DEM, podemos concluir que 
ninguno de los compuestos ensayados fue capaz de aumentar la 
concentración de GSH de forma significativa. Estos resultados difieren de 
aquellos obtenidos por Sarriá y cols., (2012) que demuestran que el 
pretratamiento con los nitroderivados de HTy en un modelo de inducción con 
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t-BOOH en células HepG2, aumentó los niveles intracelulares de GSH hasta 
recuperar los valores basales en el caso del derivado alquílico.  Sin embargo, 
nuestros resultados sí coinciden con otros estudios previos en tejido cerebral de 
rata en un modelo de inducción con DEM, en los que los principales polifenoles 
del aceite de oliva virgen modifican escasamente el sistema del glutatión, 
centrando su principal efecto antioxidante en la inhibición de la peroxidación 
lipídica tisular (Gonzalez-Correa y cols., 2007; Cabrerizo y cols., 2013).   
En general, nuestros resultados muestran que la presencia del grupo 
catecol y nitrocatecol justifica el efecto antiperoxidativo lipídico y de secuestro 
de EROs en el tejido cerebral, sin embargo ello no parece estar condicionado 
por un posible estímulo del sistema antioxidante endógeno del glutatión.   
En tercer lugar, realizamos experimentos en los que se indujo el estrés 
oxidativo en un modelo de HR en cortes de cerebro de rata. En este modelo se 
observó un aumento de la peroxidación lipídica y una disminución de los 
niveles de glutatión respecto al tejido basal. La importancia de este modelo es 
que el estrés oxidativo no se induce externamente con un producto químico, 
sino que es el resultado de la activación o la inhibición de diferentes vías 
bioquímicas intracelulares que se alteran tras la privación de oxígeno y de 
glucosa y la reoxigenación posterior. Este proceso trata de reproducir in vitro 
las alteraciones producidas durante el ictus isquémico en humanos (Sahota y 
cols., 2011). 
 Utilizando como base los resultados de IC50 antiperoxidativa de estos 
compuestos en los experimentos de inducción con sales ferrosas, en la tabla 
6.9 representamos, a modo comparativo, los valores obtenidos en el modelo 
de hipoxia-reoxigenación: 
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Tabla 6.9 
Valores de IC50 (M) como medida de la potencia antiperoxidativa de los compuestos  
de la serie nitrocatecol y catecol tras los modelos de inducción química e HR 
 
 NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
TBARS-FeAs 35,30 9,64   5,81  11,35 6,78 3,88 
TBARS-HR >500 >500 >500 52,41 6,60 76,03 
HR: hipoxia-reoxigenación. FeAs: Sulfato ferroso + Ácido ascórbico NO2HTy: Nitrohidroxitirosol.  
NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosilo. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo.  
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etílico de hidroxitirosilo 
  
Los compuestos catecoles presentaron mayor actividad antioxdiante que 
los nitrocatecoles, siendo el derivado acílico el más activo de todos como lo 
demuestra su valor de IC50 tan pequeño (6,60 μM).  .  
La pérdida de eficacia en la inhibición de la peroxidación lipídica de los 
compuestos estudiados en un modelo de HR, fundamentalmente en los 
nitrocatecoles, es razonable pensar que estos compuestos ejercen su acción a 
través de una vía diferente a la que se presenta tras la privación completa de 
oxígeno al cerebro. Aunque está descrito que tras la isquemia tisular se 
generan multitud  de EROs responsables del daño tisular (Sanderson y cols., 
2013), los desencadenantes en el modelo de HR no es otro que la privación de 
oxígeno y el desbalance iónico inducido. Por el contrario, en el modelo de 
inducción química el inductor y generador de radicales libres es el hierro. Esto 
nos lleva a plantear que la vía de actuación de los compuestos nitroderivados 
sea principalmente aquella referida a su acción quelante de este elemento 
metálico.  
Un aspecto importante en el mantenimiento de un estado oxidativo tisular 
es el comportamiento del sistema del glutatión. En el modelo de HR, valores 
basales indican, paralelamente a un incremento de la peroxidación lipídica 
cerebral, un descenso en un 48,5% del contenido de glutatión reducido (GSH), 
así como un incremento de un 37,4% en el porcentaje de glutatión que se 
encuentra en forma oxidada (GSSG). Es decir, existe un daño oxidativo que 
consume glutatión en un intento de compensarlo. Estos resultados reproducen 
estudios anteriores con este mismo modelo (González-Correa y cols., 2007; 
Guerrero y cols., 2012).  
6. Discusión 
185 
 
En términos generales, la concentración de 100 µM no moduló los niveles 
de GSH y GSSH para los nitrocatecoles pero sí para los catecoles estudiados. 
La ausencia de efecto directo de los compuestos nitroderivados (NO2HTy, 
NO2HTy-A y NO2HTy-E) sobre el sistema del glutatión en cualquiera de los 
modelos estudiados, químico e isquemia-reperfusión, evidencia la menor 
influencia de estos compuestos sobre otros mecanismos antioxidantes 
diferentes a los ya mencionados anteriormente. Por el contrario, los catecoles 
estudiados (HTy, HTy-A y HTy-E) no habiendo presentado efecto sobre el 
sistema glutation en los experimentos sin inducción como en los de inducción 
química, requirieron un proceso de estimulación de estrés oxidativo más 
complejo, como es el caso de la HR, para poder demostrar dicha actividad 
antioxidante. Además, estos datos con derivados de HTy coinciden con 
resultados de estudios anteriores a través del empleo del mismo modelo 
experimental (González-Correa y cols., 2008; Cabrerizo y cols., 2013; Guerrero y 
cols., 2012).  
 Por lo tanto, si contemplamos los resultados de estrés oxidativo cerebral 
en su conjunto, podemos aseverar que la presencia del grupo nitro en la 
estructura catecol parece relevante para explicar el efecto antioxidante de 
los compuestos nitroderivados de HTy en modelos de inducción química. 
Posiblemente el efecto antiperoxidativo sea mayor que el efecto mostrado 
como secuestradores de EROs debido a la estabilidad originada en la 
estructura nitrocatecol en su unión al hierro.  
 
6.4.2. Estudio del efecto neuroprotector 
El estrés oxidativo (desequilibrio entre producción de radicales libres y 
defensa antioxidante tisular) juega un papel fundamental en el proceso de 
muerte neuronal en la isquemia cerebral. Este hecho ha sido la base para 
postular la posible utilización de compuestos antioxidantes en la prevención 
del daño celular postisquémico cerebral (Albarracín y cols., 2012; Chen y cols., 
2011; Kamat y cols., 2008). En base a esto, nosotros planteamos ahondar en la 
relación entre el efecto antioxidante de la estructura nitrocatecol y su posible 
efecto neuroprotector, el cual ya ha sido demostrado para los catecoles 
también estudiados (González-Correa y cols., 2008; Schaffer y cols., 2007), HTy-E 
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(Guerrero y cols., 2012; Muñoz-Marín y cols., 2012) y HTy-A (González-Correa y 
cols., 2008). En este apartado nos interesa poner de relieve si el efecto 
antioxidante de los nitroderivados de HTy, diseñados con aplicabilidad en el 
tratamiento de la EP, podría explicar su efecto neuroprotector estrechamente 
ligado al desbalance oxidativo que subyace a esta enfermedad. Es necesario 
recordar que el efecto neuroprotector se evaluó tras la aplicación de un 
modelo de daño neuronal basado en la isquemia-reperfusión. 
Tabla 6.10 
Valores de IC50 (M) como medida de la capacidad neuroprotectora en relación con  
la potencia antiperoxidativa de los compuestos de la serie nitrocatecol y catecol  
 
 NO2HTy NO2HTy-A NO2HTy-E HTy HTy-A HTy-E 
TBARS-FeAs 35,30 9,64   5,81  11,35 6,78 3,88 
TBARS-HR >500 >500 >500 52,41 6,60 76,03 
LDH >500 >500 >500 165,00 13,36 28,10 
HR: hipoxia-reoxigenación. FeAs: Sulfato ferroso + Ácido ascórbico NO2HTy: Nitrohidroxitirosol.  
NO2HTy-A: Acetato de nitrohidroxitirosol. NO2HTy-E: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo.  
HTy: Hidroxitirosol. HTy-A: Acetato de hidroxitirosilo. HTy-E: Eter etílico de hidroxitirosilo 
 
El análisis de estos resultados, a fin de correlacionar potencia antioxidante 
y neuroprotectora (Tabla 6.10), evidencia que las concentraciones evaluadas 
de los compuestos de la serie nitrocatecol (NO2HTy, NO2HTy-A y NO2HTy-E) no 
fueron capaces de compensar el daño oxidativo inducido por hipoxia. De 
forma contraria, la actividad neuroprotectora ejercida por los catecoles (HTy, 
HTy-A y HTy-E) señala a su potencia antioxidante como la responsable de su 
actividad frente al daño del tejido cerebral, con independencia de que 
cursen otras vías de actuación frente al daño cerebral durante el proceso de 
HR y que podría explicar el efecto global neuroprotector descrito para los 
polifenoles del aceite de oliva virgen  (Cabrerizo y cols., 2013; González-Correa 
y cols., 2008; Muñoz-Marín y cols., 2012; Schaffer y cols., 2007).  
La falta de un claro efecto neuroprotector en los nitrocatecoles, bajo el 
prisma del modelo experimental utilizado, justificó que no se abordara el 
estudio de las vías bioquímicas implicadas en el daño cerebral. Además, los 
resultados obtenidos en los experimentos ex vivo, es decir, tras la 
administración oral de estos compuestos, corroboraron los obtenidos en los 
experimentos in vitro. 
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A pesar de la alta actividad antioxidante de los compuestos nitrocatecoles 
y que  el estrés oxidativo protagoniza el daño en el modelo de HR, no fue 
suficiente como para mejorar el estatus antioxidante del tejido cerebral 
tratado con estos compuestos y por tanto mostrar un efecto neuroprotector. 
No obstante, este estudio no puede descartar la participación de estos 
compuestos en otras vías implicadas en el daño cerebral. 
Así, en la enfermedad de parkinson se postula que sustancias que posean 
efecto quelante sobre el hierro constituye una vía de actuación frente el estrés 
oxidativo presente en la etiopatogenia de esta enfermedad (Mariani y cols., 
2005; Hayashi y cols., 2012; Friedman y cols., 2012). Si bien es conocido que el 
hierro es inductor de la formación de peróxidos lipídicos. Estudios centrados en 
la estructura catecol han puesto de manifiesto desde hace años la 
importancia de los grupos hidroxilos del anillo aromático para quelar el hierro 
formando así complejos catecol-hierro (Kawabata y cols., 1996). Aunque poco 
se conoce sobre la posible influencia del grupo nitro en la estructura catecol, sí 
es cierto que este grupo electronegativo otorga un marcado carácter 
electroatrayente en el entorno de la molécula, pudiendo proporcionar una 
mayor estabilidad a la estructura. En comparación con la estructura catecol, 
se ha descrito que estos compuestos nitroderivados presentan mayor carácter 
ácido lo que lo hace menos susceptible a la oxidación (Cornard y cols., 2005). 
Esto podría justificar los resultados de la actividad antioxidante de los 
nitrocatecoles de HTy en relación a su papel como quelantes del hierro. La 
literatura basada en el empleo de diversos inhibidores de la COMT, extiende 
sus estudios al uso de estos compuestos como agentes quelantes de hierro.  
Así, Kawabata y cols., 1996 demostraron que los complejos formados por  
nitecapona y entacapona – Fe(III) presentaban una unión fuerte en la que el 
hierro quelado podría ser más difícil de reducir que el de la propia unidad 
catecol. De igual forma, se ha postulado una alta eficacia en la capacidad 
de secuestro de hierro quelado a través de la estructura nitrocatecol 
permitiendo la formación de hasta un máximo de 5 sólidos complejos 
nitrocatecol-Fe(III) según la posición del grupo nitro en el anillo aromático 
(Gavazov y cols., 2012). 
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Llegados a este punto, es importante recordar que el objetivo principal del 
presente trabajo era evaluar el papel de los compuestos nitrocatecoles sobre 
la acción de la enzima COMT, directamente relacionada con el metabolismo 
de la dopamina y, por tanto, íntimamente implicada en la EP. Por tanto, los 
resultados presentados demuestran un efecto antioxidante de los compuestos 
nitrocatecoles en sistemas biológicos y que puede suponer un efecto 
coadyuvante en relación con la inhibición de la COMT (Kawabata y cols., 
1997; Gavazov y cols., 2012), ampliando el posible mecanismo de acción en 
un potencial efecto terapéutico en dicha enfermedad. 
 
6.5. Estudio del efecto de los nitroderivados de HTy sobre la actividad 
COMT 
Inicialmente, los nitroderivados de HTy fueron propuestos como agentes 
con potencial terapéutico frente a la EP, por su analogía estructural a los 
inhibidores de la enzima COMT. Ahora estos estudios se integran en un marco 
mayor, en el cual, se propone una doble función de los compuestos 
nitrocatecoles en relación a la EP. Por una parte, se han abordado estudios 
que correlacionan la actividad antioxidante, fundamentalmente su acción 
como agentes quelantes de hierro y la etiopatogenia de la EP (ver apartado 
6.4). Por otro lado, dada la analogía estructural anteriormente citada, se 
amplía la investigación hacia la propuesta de unos compuestos capaces de 
inhibir la COMT y modular el metabolismo de DA. Esta propuesta surge debido 
al gran interés en las últimas décadas por diseñar nuevos orto-nitrocatecoles 
que mejoren la baja biodisponibilidad y relativa vida media que caracteriza a 
los inhibidores de la COMT empleados en la clínica (Keranen y cols., 1994; 
Dingemanse y cols., 1995). Por ello, ha suscitado mucho interés para su 
investigación el desarrollo de inhibidores potentes de larga duración que 
puedan ser empleados de forma concomitante en la terapia con L-dopa y la 
enzima AAD de acción periférica para el tratamiento de la EP (Learmonth y 
cols., 2002; Learmonth y cols., 2004). Así, proponemos a los nuevos inhibidores 
potenciales de la COMT, derivados de HTy, de carácter lipofílico, a fin de 
evaluar su capacidad para atravesar la BHE y, por consiguiente, demostrar sus 
efectos sobre neuromarcadores de la EP en el tejido estriado de rata.   
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En este apartado valoraremos las actividad de estos compuestos sobre el 
metabolismo de la DA. Para ello, se han abordado dos tipos de estudios: uno 
primero consistente en estudios ex vivo a fin de conocer el potencial de los 
compuestos en el sistema nervioso central tras una administración 
intraperitoneal y su paso por la BHE. El segundo basado en estudios in vivo por 
microdiálisis, con el objetivo de valorar de forma local, en el cerebro, las 
variaciones en el metabolismo de DA tras someter al animal a la perfusión 
intracerebral de los distintos compuestos.  
 
6.5.1. Estudios en tejido 
Estos estudios se acometieron con el objetivo de valorar la potencia de 
estos compuestos sobre la actividad COMT y la posible influencia de la 
naturaleza lipofílica de las moléculas en dicho efecto. 
6.5.1.1. Efecto sobre la DA y sus metabolitos 
Se conoce que un inhibidor de la COMT debe incrementar la cantidad de 
DA presente en el cerebro porque reduce su catabolismo y, al mismo tiempo, 
incrementa los niveles de DOPAC, el cual, se produce a partir de la DA, por 
acción de la MAO (figura 6.3).  
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Figura 6.3 
Metabolismo de la dopamina.  
La dopamina (DA) puede degradarse por acción de las enzimas catecol-O-metiltransferasa (COMT), 
aldehido deshidrogenasa (ALDH) y monoamina oxidasa (MAO). Otras abreviaciones: ácido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), ácido homovanílico (HVA) y 3-metoxitiramina (3-MT). 
 
Atendiendo al esquema anterior, se encontró que, en los animales 
tratados con NO2HTy y su precursor, HTy, hubo una fuerte inhibición de la 
enzima COMT, según indican los valores de DA y DOPAC, tras un tratamiento 
crónico (Tabla 6.11).  
Tabla 6.11 
Porcentaje del aumento de los niveles DOPAC y DA respecto a valores 
basales (100%) tras el tratamiento crónico 
 
 Ro 41‒0960 HTy NO2HTy NO2HTy‒A NO2HTy‒E 
% DOPAC 225,5 155,1 167,6 181,7 195,8 
% DA 122,4 137,0 113,7 114,3 123,6 
DOPAC: Ácido 3,4-dihidroxifenilacético. DA: Dopamina. Ro 41-0960:  
Inhibidor comercial.  2: Hidroxitirosol. 49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato  
de nitrohidroxitirosilo. 59: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo 
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También, en un análisis comparativo de NO2HTy-A y NO2HTy-E pudimos 
observar diferencias mayores en los niveles intracelulares de DOPAC, lo que 
demuestra que estos derivados lipofílicos poseen una actividad superior a la 
manifestada por NO2HTy y su precursor natural, HTy (Tabla 6.11). En este 
sentido, es razonable pensar que la naturaleza química de la cadena lateral 
pueda influir en la actividad estudiada. Estudios REA han demostrado que, 
aunque la estructura nitrocatecol es la principal responsable del anclaje del 
inhibidor al sitio activo de la enzima, variaciones en la cadena lateral ejercen 
una profunda influencia en la selectividad periférica y duración de la inhibición 
sobre la actividad COMT (Bonifacio y cols., 2007). Además, si atendemos al 
objetivo de sintetizar derivados lipofílicos, podemos mencionar la relación 
existente entre biodisponibilidad y la potencia en la eficacia clínica. Hasta el 
momento, la bibliografía describe que entacapona sigue siendo, sin 
restricciones especiales, el inhibidor de la COMT más usado en la práctica 
clínica. Sin embargo, se ha descrito una biodisponibilidad oral limitada 
(aproximadamente del 35%), lo cual explica la corta vida media de este 
compuesto (Bonifacio y cols., 2007). Estos resultados demuestran que los 
actuales inhibidores usados en clínica se metabolizan rápidamente en su paso 
por el intestino. Por el contrario, en la presente tesis se ha descrito que gran 
parte de lo que se absorbe a nivel intestinal permanece sin metabolizar (ver 
apartado 6.3), lo cual facilita una mayor biodisponibilidad de los mismos.  
Tabla 6.12 
Porcentaje de la disminución de los niveles de HVA respecto a  
valores basales (100%) tras el tratamiento crónico 
 
 Ro 41-0960 HTy NO2HTy NO2HTy‒A NO2HTy‒E 
% HVA 13,1 102,5 95,7 83,8 86,5 
HVA: Ácido homovanílico. Ro 41-0960: Inhibidor comercial. 2: Hidroxitirosol.  
49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo.  
59: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo 
 
Respecto al HVA, se observó, de forma contraria a lo esperado, un 
aumento de sus niveles intracelulares tras la administración de HTy (Tabla 6.12). 
En relación con estos resultados, Caruso y cols. (2001) describieron que el 
metabolismo de HTy incrementa la excreción urinaria de HVA como 
metabolito derivado del mismo. Estudios recientes han demostrado que HTy es 
metabolizado a HVAL por acción de la actividad COMT (Gallardo y cols., 
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2014), el cual es, subsecuentemente, convertido a HVA (De la Torre, 2008). Por 
el contrario, los nitroderivados de HTy, debido a su estructura nitrocatecol, no 
producen HVAL como metabolito resultante de la actividad COMT. Estos datos 
indican una metabolización diferente de los nitroderivados, lo cual, ya no 
produce un aumento de HVA, sino una disminución de sus valores, como es de 
esperar por inhibición de la COMT, aunque no de forma tan significativa como 
ocurre con Ro 41-0960. 
6.5.1.2. Comparación de los tratamientos agudo y crónico 
Es importante destacar que el inhibidor comercial empleado en nuestros 
estudios, Ro 41-0960, a diferencia del resto de compuestos ensayados,  
presentó valores similares en el contenido estriado de DA y DOPAC cuando se 
administró de forma aguda y crónica, sugiriendo una elevada potencia de 
dicho compuesto, sin necesidad de alcanzar altas dosis en el cuerpo estriado 
para ejercer su efecto. Además, en un estudio comparativo del tratamiento 
crónico, el inhibidor comercial Ro 41-0960 mostró un notable aumento de los 
valores de DOPAC frente al resto de compuestos ensayados. Los resultados 
vislumbran claras diferencias, en términos de potencia y efecto a causa de 
diferentes comportamientos farmacocinéticos. Así, los nitrocatecoles han sido 
caracterizados cinéticamente como inhibidores reversibles “de unión fuerte” 
de la actividad COMT (Borges y cols., 1997; Lotta y cols., 1995; Schultz y 
Nissinen, 1989). Por tanto, estos inhibidores se unen a la enzima con alta 
afinidad de forma que la cantidad de moléculas inhibidoras libres están 
significativamente reducidas debido a la formación del complejo enzima-
inhibidor (Copeland, 2000).  
Por otro lado, los resultados confirmaron un aumento significativo en el 
contenido de DA y DOPAC en el estriado observado por HTy y sus derivados, 
especialmente, los nitroderivados, tras un tratamiento crónico en comparación 
con una administración única. Estos resultados sugieren que los nuevos 
inhibidores de la COMT, administrados en el tejido periférico, pueden alcanzar 
el cerebro tras un tratamiento sistemático y, en menor medida, tras una única 
administración. En línea con estos resultados, Parada y cols. (2003) observaron 
que los niveles de DOPAC y HVA observados en el estriado no se vieron 
significativamente afectados tras una única dosis de Nebicapone. Por el 
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contrario, tras repetidas dosis del inhibidor, se observó un incremento de 
DOPAC y una disminución de HVA, indicando una posible inhibición de la 
COMT que acontece con altas dosis del inhibidor tras una administración 
sistémica. 
En relación al contenido en el estriado de HVA, sólo Ro 41-0960 disminuyó 
de forma concomitante al aumento de los niveles de DA y DOPAC, como es 
de esperar tras la inhibición de la actividad COMT. Esta fuerte inhibición del 
catabolismo observado tras la administración sistémica de Ro 41-0960 sugiere 
que este compuesto es un potente inhibidor cuya actividad es similar a otros 
inhibidores ya descritos como es el Ro 40-7592 (Kaakkola y cols., 1992). 
De cualquier forma, aunque la disminución de los valores de HVA fue 
comparativamente menor para los nuevos nitrocatecoles respecto al inhibidor 
comercial, sí fue estadísticamente significativa, sugiriendo que pueden ser 
inhibidores potenciales de la enzima COMT, con un aumento de los valores de 
DA y DOPAC, de forma concomitante a la disminución de HVA, tras una 
administración crónica de los compuestos. 
 
6.5.2. Estudios en dializado: microdiálisis 
La razón primera que nos movió a utilizar esta metodología fue que una 
aplicación local, a nivel cerebral, de una determinada droga o compuesto 
con potencial farmacológico es muy interesante para conocer el 
comportamiento de los mismos sin interferencias a nivel sistémico. De esta 
forma, las variaciones en el metabolismo de DA son, claramente, más 
detectables, permitiéndonos inferir el tipo de actividad de los compuestos 
estudiados sobre el sistema nervioso central 
La técnica de microdiálisis cerebral es considerada una herramienta 
complementaria en estudios de neurociencias, pero de especial relevancia 
por sus múltiples ventajas. Permite monitorizar concentraciones locales de 
drogas y sus metabolitos en sitios específicos del cerebro (Alavijeh y Palmer, 
2010). En este sentido, la importancia de esta técnica reside en la utilidad de la 
perfusión de drogas a efectos de liberar neurotoxinas en áreas específicas del 
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cerebro y valorar cambios en los sistemas de neurotransmisores (Gainetdinov y 
cols., 1997; Santiago y cols., 2001). En otros estudios de microdiálisis, se ha 
dedicado especial atención al transporte de drogas o compuestos bioactivos 
a través de la BHE (Palmer y Alavijeh, 2013). Así, se han abordado estudios 
farmacocinéticos monitorizando el paso de los compuestos a través de la 
misma mediante una administración intraperitoneal del compuesto y posterior 
detección en el dializado, poniendo así de manifiesto el carácter lipofílico de 
los compuestos estudiados (Kaddoumi y cols., 2003; De Lange y cols., 2005; Wu 
y cols., 2009). Finalmente, el verdadero interés de esta técnica in vivo reside en 
que es la única que ofrece la posibilidad de monitorizar el transporte de 
drogas a nivel cerebral en animales no anestesiados y con libertad de 
movimiento (Alavijeh y Palmer, 2010; Anderzhanova y Wotkak, 2013). 
Por todo ello, considerando la utilidad de esta técnica como herramienta 
complementaria a otras metodologías, procedimos a evaluar el potencial de 
los compuestos ensayados sobre la actividad COMT y el metabolismo de DA 
de forma local en el cuerpo estriado del cerebro de rata. 
 
6.5.2.1. Efecto sobre la DA y sus metabolitos 
En un primer análisis de los niveles extracelulares de DOPAC, fue 
destacable la actividad mostrada por HTy con un incremento de sus niveles 
extracelulares estadísticamente superiores a los niveles basales e incluso 
superior al propio inhibidor comercial (Tabla 6.13).  Aunque la literatura 
describe que en la segunda generación de inhibidores la potencia se mejora 
tras la incorporación de un grupo nitro (Bonifacio y cols., 2007), nuestros 
resultados muestran un aumento significativo para ambas series de 
compuestos, catecol y nitrocatecol. Este hecho, que coincide con los 
resultados obtenidos tras una administración intraperitoneal, pone de 
manifiesto, también, la influencia de la estructura catecol  sobre la actividad 
COMT.  
Numerosas investigaciones han centrado sus esfuerzos en hallar una 
posible relación e implicación de la estructura catecol en la EP. 
Fundamentalmente, se ha demostrado que su acción en esta patología 
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media a través de su actividad antioxidante gracias a su estructura orto-
difenólica y su papel como agente secuestrador de hierro (Kawabata y cols., 
1996; Orama y cols., 1997), elemento clave en la etiopatología de dicha 
enfermedad y que ha sido previamente comentada en el objetivo 4 del 
apartado de discusión. Sin embargo, nosotros hemos demostrado en este 
estudio que la perfusión intracerebral de este compuesto fenólico incrementa 
localmente los valores de DOPAC, prueba de su actividad central, lo que nos 
permite inferir su acción directa sobre la actividad de la COMT. 
Tabla 6.13 
Porcentaje del aumento de los niveles extracelulares de DOPAC respecto a  
valores basales (100%) tras los estudios de microdiálisis 
 
 Ro 41-0960 HTy NO2HTy NO2HTy‒A NO2HTy‒E 
% DOPAC 136,0 143,5 125,0 125,0 128,0 
DOPAC: Ácido 3,4-dihidroxifenilacético. Ro 41-0960: Inhibidor comercial.  
2: Hidroxitirosol. 49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo.  
59: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo 
 
De forma similar al compuesto natural, su análogo nitrocatecol NO2HTy y 
sus derivados lipofílicos, NO2HTy-A y NO2HTy-E, produjeron un aumento 
significativo de los niveles extracelulares de DOPAC respecto a los valores 
basales (Tabla 6.13). Este incremento, aunque en menor medida que para HTy, 
pone de manifiesto la actividad de estos compuestos y, en particular, la 
influencia de la estructura orto-nitrocatecol en su unión a la enzima 
(Learmonth y cols., 2004). Aunque esta conformación estructural parece haber 
centrado todas las miradas en los últimos años aunando intereses hacia la 
síntesis y evaluación biológica de nuevos nitrocatecoles inhibidores de la 
COMT (Learmonth y cols., 2004, Learmonth y cols., 2005), nuestros datos no 
revelan mejores resultados de los compuestos con dicha estructura frente a la 
estructura catecol. Si atendemos a las variaciones en los niveles de DOPAC, 
observamos que los derivados NO2HTy-A y NO2HTy-E no mostraron diferencias 
significativas en comparación con NO2HTy en términos de potencia; sin 
embargo, sí se observó un aumento significativo de los niveles de DOPAC en 
un análisis tiempo-respuesta como muestran los resultados (Ver apartado de 
resultados, objetivo 5). Es decir, los derivados lipofílicos mostraron una acción 
sobre la enzima ligeramente más prolongada en el tiempo a diferencia de 
NO2HTy, cuya actividad sólo se mantuvo durante el periodo de perfusión.  
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En base a estos resultados, podríamos afirmar que la cadena lateral 
hidrocarbonada juega un papel relevante en el anclaje al sitio activo de la 
enzima permitiendo una unión menos lábil y, por tanto, más estable. En línea 
con estos resultados, Bonifacio y cols., (2007) han descrito que variaciones en 
la cadena lateral ejercen una profunda influencia en la modulación de la 
duración de la actividad de la enzima. Asimismo, nuestros resultados sugieren 
que, a igualdad de potencia en su actividad sobre la enzima COMT, estos 
nitroderivados lipofílicos permanecen mayor tiempo en el cerebro, lo que 
evidencia una capacidad eficiente de penetración incrementando, así, su 
vida media en el sistema central. De esta forma, podríamos afirmar que la 
cadena lateral parece cobrar cierta relevancia en nuestro estudio 
coincidiendo con el interés de algunos autores en diseñar nuevos inhibidores 
de la COMT con especial afán en incrementar la cadena lateral de estos 
compuestos (Learmonth y cols., 2002, Bonifacio y cols., 2007). 
Por su parte, HTy mostró un tiempo de actuación en el cerebro limitado, 
similar a NO2HTy. Los resultados publicados recientemente por nuestro grupo 
de investigación han demostrado que HTy presenta una alta capacidad 
penetrante en el cerebro, pero es rápidamente metabolizado por la enzima 
COMT a HVAL, lo que podría explicar su corta vida media y, por consiguiente, 
limitado tiempo de actuación a nivel central sobre la enzima (Gallardo y cols., 
2014). 
Finalmente, en un análisis del metabolito HVA, se observó una disminución 
significativa (Tabla 6.14) y sostenida en el tiempo de sus niveles para Ro  41-
0960. Por el contrario, el resto de compuestos ensayados tan sólo mostraron 
una disminución de los niveles de HVA durante el periodo de perfusión de 
dichos compuestos. 
Tabla 6.14 
Porcentaje de la disminución de los niveles extracelulares de HVA respecto a  
valores basales (100%) tras los estudios de microdiálisis 
 
 Ro 41-0960 HTy NO2HTy NO2HTy‒A NO2HTy‒E 
% HVA 37,7 83,3 78,8 82,9 75,5 
HVA: Ácido homovanílico. Ro 41-0960: Inhibidor comercial. 2: Hidroxitirosol.  
49: Nitrohidroxitirosol. 50: Acetato de nitrohidroxitirosilo.  
59: Éter etílico de nitrohidroxitirosilo 
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En un análisis global del metabolismo de DA a través de microdiálisis, los 
valores de DOPAC y HVA revelan un efecto de Ro 41-0960 sostenido en el 
tiempo y que coinciden con estudios encaminados a la obtención de nuevos 
inhibidores de la COMT con un perfil de larga actuación (Kiss y cols., 2010). Si 
bien los compuestos fenólicos estudiados, nitrocatecoles y su precursor natural 
HTy, no presentan dicho perfil de larga actuación, no podemos obviar su 
actividad a nivel central de la enzima COMT, lo que nos empuja a una 
propuesta de mejora de estos compuestos con mayor potencia y vida media 
en el cerebro.  
Cabe puntualizar que la medida de los niveles extracelulares de DA por 
microdiálisis ha sido bastante difícil de realizar. Por una parte, debido a los 
bajos niveles basales que hemos obtenido en los dializados, siendo muy difícil 
interpretar los resultados que obteníamos. Por otra parte, el hecho de que la 
DA tiene un tiempo de retención en el cromatograma muy cercano al del HTy, 
lo que dificultaba la medida de la DA cuando se administraba sistémicamente 
dicho compuesto. Además, hay que subrayar que también se obtenía un pico 
de HTy cuando se administraba de forma sistémica NO2HTy, lo que también 
dificultaba la medida de DA con este compuesto. 
Finalmente, es de destacar que el ácido 5-hidroxiindolacétido (5-HIAA) se 
ha cuantificado para fines comparativos. Este metabolito generado como 
producto final en la ruta de degradación de la serotonina a través de la MAO 
y la enzima aldehído deshidrogenasa, es empleado como control interno de 
nuestro estudio. En el metabolismo de la serotonina no interviene la enzima 
COMT, lo que explica que los compuestos estudiados (HTy y sus nitroderivados) 
no tengan ningún efecto sobre los niveles extracelulares de 5-HIAA y sugiere 
que el efecto que tienen estos compuestos sobre los niveles extracelulares de 
los metabolitos de DA es, fundamentalmente, a través de la inhibición de la 
enzima COMT. 
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A continuación se indican las principales conclusiones obtenidas en la 
presente memoria: 
1. Se han puesto a punto los protocolos de síntesis para la obtención de 
dos series de nitroderivados lipofílicos de hidroxitirosol, con cadenas 
laterales acílica (ésteres) o alquílica (éteres), ejemplificados en la 
preparación de un total de 14 compuestos con estructura 
nitrocatecólica (compuestos 49-62) a partir de hidroxitirosol.  
 
2. Todas las sustancias preparadas han sido caracterizadas por sus puntos 
de fusión (sólidos) y sus datos espectroscópicos y sus estructuras han sido 
determinadas inequívocamente mediante experimentos mono- y 
bidimensionales de RMN, así como por sus espectros de masas de baja y 
alta resolución. 
 
3. La evaluación de la capacidad reductora (método FRAP) y de 
secuestro de radicales libres (métodos ORAC y ABTS) de los 
nitrocatecoles de ambas series, acílica y alquílica, ha puesto de 
manifiesto la influencia positiva que ejerce el grupo nitro sobre la 
actividad antioxidante in vitro de estos compuestos en comparación 
con el hidroxitirosol libre. Además, la longitud de la cadena 
hidrocarbonada lateral determina la actividad antioxidante, más que el 
tipo de enlace en sí, mostrando una relación parabólica entre la 
capacidad antioxidante y la naturaleza lipofílica del compuesto, con un 
máximo de actividad para una longitud de 2-4 átomos de carbono. 
 
4. Los compuestos nitrohidroxitirosol (49), acetato de nitrohidroxitirosilo (50) 
y éter etílico de nitrohidroxitirosilo (59) se absorben a través de las células 
del epitelio intestinal Caco-2, en relación directa a la naturaleza 
lipofílica del compuesto. Entre un 33-81% de los compuestos absorbidos 
permanecen sin metabolizar, pudiendo alcanzar el torrente sanguíneo 
en su estado original.  
 
5. Estos compuestos han demostrado también ser biodisponibles por las 
células de hepatoma humano, HepG2, y extensivamente 
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metabolizados, observándose una relación directa con el tiempo de 
incubación y la naturaleza lipofílica del compuesto.  
 
6. En ambos estudios de biodisponibilidad, intestinal y hepático, el acetato 
de nitrohidroxitirosilo (50) se hidroliza extensivamente generando el 
compuesto nitrohidroxitirosol (49), mientras que el éter etílico de 
nitrohidroxitirosilo (59) no sufre hidrólisis y mantiene su identidad química, 
dando lugar a metabolitos más lipofílicos. Derivados glucuronidados, 
metilados y metilglucuronidados son los compuestos identificados del 
metabolismo de los nitroderivados de hidroxitirosol.   
 
7. Los compuestos nitrohidroxitirosol (49), acetato de nitrohidroxitirosilo (50) 
y éter etílico de nitrohidroxitirosilo (59), presentan actividad antioxidante 
en los modelos experimentales de inducción química e hipoxia-
reoxigenación empleados como mecanismos de producción de 
radicales libres en tejido cerebral de rata. Siendo esta actividad menor 
que la de sus precursores no nitrados. 
 
8. A pesar del efecto antioxidante de los compuestos nitrohidroxitirosol 
(49), acetato de nitrohidroxitirosilo (50) y éter etílico de nitrohidroxitirosilo 
(59), no se observa un efecto neuroprotector en el modelo experimental 
de hipoxia-reoxigenación. 
 
9. Los nitrocatecoles estudiados, nitrohidroxitirosol (49), acetato de 
nitrohidroxitirosilo (50) y éter etílico de nitrohidroxitirosilo (59), han 
mostrado una actividad inhibidora de la actividad COMT 
significativamente mayor tras el tratamiento crónico en comparación 
con el agudo. Los nitrocatecoles estudiados modifican el metabolismo 
de la dopamina, siendo mayor el efecto conseguido con los derivados 
lipofílicos (50 y 59), que el proporcionado por su precursor (49). Los 
compuestos empleados con fines comparativos, hidroxitirosol y el 
inhibidor comercial (Ro 41-0960), arrojan resultados dispares en función 
del metabolito estudiado. 
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10. Los resultados de los estudios in vivo concluyen que los nitrocatecoles 
derivados de HTy también modifican el metabolismo de la dopamina, 
con una actividad superior para los derivados lipofílicos (50 y 59) que 
ofrecen una acción más prolongada en el tiempo. Los resultados con el 
Ro 41-0960 han demostrado un perfil de larga actuación sobre la 
actividad COMT, superior a los compuestos ensayados. 
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9.1. Anexo 1. Entidades que participan en la Tesis Doctoral 
 
El trabajo experimental se ha realizado en centros de investigación de 
reconocido prestigio y  que se detallan a continuación: 
 La preparación de los nuevos nitrocatecoles derivados de hidroxitirosol 
ha sido realizada en el Dpto. de Química Orgánica y Farmacéutica de 
la Facultad de Farmacia en la Universidad de Sevilla. 
 
 El estudio de la actividad antioxidante in vitro de los derivados lipofílicos 
de nitrohidroxitirosilo, así como los estudios de metabolismo y 
biodisponibilidad de nitrohidroxitirosol, acetato de nitrohidroxitirosilo y 
éter etílico de nitrohidroxitirosilo a nivel intestinal y hepático, han sido 
desarrollados en el Dpto. de Metabolismo y Nutrición del Instituto de 
Ciencia y Tecnología de Alimentos y Nutrición (ICTAN-CSIC). 
 
 El estudio de la actividad antioxidante y neuroprotectora de 
nitrohidroxitirosol, acetato de nitrohidroxitirosilo y éter etílico de 
nitrohidroxitirosilo, en modelos experimentales de daño cerebral, ha sido 
realizado en el Dpto. de Farmacología y Pediatría de la Facultad de 
Medicina en la Universidad de Málaga. 
 
 El estudio de la capacidad inhibidora de nitrohidroxitirosol, acetato de 
nitrohidroxitirosilo y éter etílico de nitrohidroxitirosilo sobre la actividad de 
la enzima COMT, ha sido desarrollado en el Dpto. de Bioquímica y 
Biología Molecular de la Facultad de Farmacia en la Universidad de 
Sevilla. 
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9.2. Anexo 2. Financiación Proyecto P09-AGR-5098 
La realización del presente trabajo se ha llevado a cabo en el marco del 
proyecto de Investigación de Excelencia de la Junta de Andalucía titulado 
‘APROVECHAMIENTO DE SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA OLIVARERA. SÍNTESIS 
Y EVALUACIÓN DE NUEVOS ANTIOXIDANTES CON POTENCIAL APLICACIÓN EN 
EL TRATAMIENTO DEL PARKINSON” (P09-AGR-5098) y con la concesión a Elena 
Gallardo Morillo de una beca Predoctoral según la Resolución de 
convocatoria de 24 de febrero de 2010 (BOJA nº 44, de 5 de marzo de 2010). 
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9.3. Anexo 3. Producción científica relacionada con la Tesis Doctoral  
9.3.1. Publicaciones a revistas científicas 
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9.3.2. Comunicaciones a Congresos 
6th International Conference on Polyphenols Applications 
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7th International Conference on Polyphenols Applications 
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XXXIII Congreso Nacional de la Sociedad Española de Farmacología 
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XXXIV Congreso Nacional de la Sociedad Española de Farmacología 
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XXXV Congreso Nacional de la Sociedad Española de Farmacología 
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9.4. Anexo 4. Espectros de masas 
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9.5. Anexo 5. Espectros UV-vis  
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Figura 9.1 
Espectros UV-vis correspondiente a los compuestos NO2HTy (49) y NO2HTy-A (50) y 
sus metabolitos identificados tras incubación con células colónicas (Caco-2) y hepáticas 
(HepG2) 
 
 
 
 
Figura 9.2 
Espectros UV-vis correspondiente al compuesto NO2HTy-E (59) y sus metabolitos 
identificados tras incubación con células colónicas (Caco-2) y hepáticas (HepG2) 
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